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 Zusammenfassung 
Spumaretroviren, oder Foamyviren (FV), unterscheiden sich von Orthoretroviren durch 
mehrere Besonderheiten in ihrer Replikationsstrategie. Das Partikel-assoziierte 
Hüllglykoprotein (Env-Protein) des „Prototype Foamy Virus“ (PFV) ist im Vergleich zu 
anderen retroviralen Hüllglykoproteinen einzigartig. Die Koexpression des PFV Env-Proteins 
für die PFV-Partikelfreisetzung ist essenziell und die spezifische Funktion kann nicht von 
heterologen viralen Env-Proteinen übernommen werden. 
Das Env-Protein des PFV durchläuft eine für ein Membranglykoprotein ungewöhnliche 
Biosynthese. Das Env-Vorläuferprotein besitzt zu Beginn eine Typ-III-Membrantopologie, 
bei der der N- und der C-Terminus im Zytoplasma lokalisiert sind. Während des Transports 
zur Zelloberfläche wird es posttranslational durch bisher unbekannte zelluläre Proteasen in 
mindestens drei Untereinheiten gespalten. Das N-terminale Signalpeptid bzw. Leader-Peptid 
(LP) hat eine Typ-II-Membrantopologie, mit dem N-Terminus im Zytoplasma und dem  
C-Terminus im Lumen, wohingegen die Transmembran (TM)-Untereinheit eine Typ-I-
Membrantopologie besitzt, bei der der N-Terminus im Lumen und der C-Terminus im 
Zytoplasma lokalisiert sind. Die interne Oberflächen (SU)-Untereinheit assoziiert vermutlich 
im Lumen mit der extrazellulären Domäne der TM-Untereinheit. Im Rahmen dieser Arbeit 
wurde der Beweis erbracht, dass Furin oder Furin-ähnliche Proteasen und nicht der 
Signalpeptidase-Komplex für beide proteolytischen Spaltungen verantwortlich sind. Durch 
die N-terminale Sequenzierung der SU- und der TM-Untereinheit eines aufgereinigten PFV 
Env-Immunoadhäsionsproteins wurden N-terminal von beiden Spaltstellen Furin-
Konsensussequenzen identifiziert. Mutationsanalysen von zwei sich in diesem Bereich 
überlappenden minimalen Furin-Konsensussequenzen an der PFV LP/SU-Spaltstelle im 
wildtypischen PFV Env-Protein bestätigten die Ergebnisse der N-terminalen Sequenzierung 
und bewiesen, dass nur die erste Spaltstelle genutzt wird. Obwohl diese Mutanten aufgrund 
geringerer Partikelfreisetzung einen signifikanten Verlust der Infektiosität zeigten, wurde 
keine Korrelation zur Inhibierung der Spaltung beobachtet, da andere Mutanten mit normaler 
LP/SU-Spaltung einen ähnlichen Defekt besaßen. 
Virale Env-Proteine initiieren den Eintritt membranumhüllter Viren in die Wirtszelle durch 
die Bindung an zelluläre Rezeptoren. Dabei führen Konformationsänderungen in den Env-
Proteinen zum Verschmelzen der Virusmembran mit der Zellmembran und weiterhin zur 
Aufnahme des Kapsids in das Zytoplasma der Wirtszelle. Die foamyviralen Env-Proteine sind 
in dieser Hinsicht keine Ausnahme und vermitteln die Anheftung an die Wirtszelle durch die 
Bindung an den bisher unbekannten zellulären Rezeptor. Der zelluläre foamyvirale Rezeptor 
 ist vermutlich ein ubiquitäres Molekül, denn bisher konnte keine Zelllinie identifiziert 
werden, die gegen FV-Infektionen resistent ist. Bislang  existieren nur sehr wenig strukturelle 
und funktionelle Informationen der extrazellulären Domänen des PFV Env-Proteins. Deshalb 
wurde im Hauptteil dieser Arbeit die PFV Env-Rezeptorbindungsdomäne (RBD) 
charakterisiert. Hierfür wurden rekombinante PFV Env-Immunoadhäsionsproteine verwendet 
und deren Bindungskapazitäten an Zielzellen in der durchflusszytometrischen Analyse 
bestimmt. Untersuchungen zeigten, dass sowohl die extrazelluläre Domäne der C-terminalen 
TM-Untereinheit als auch der Transport der Immunoadhäsionsproteine durch das spezifische 
PFV Env LP zum sekretorischen Weg für die Bindung an Zielzellen entbehrlich sind und 
ließen vermuten, dass die PFV Env-RBD innerhalb der SU-Untereinheit lokalisiert ist. N- und 
C-terminale Deletionsanalysen der PFV Env SU-Untereinheit enthüllten eine minimale 
kontinuierliche RBD von AS 225 bis 555. Interne Deletionen im PFV Env-Protein von 
AS 397 bis 483 wurden im Gegensatz zu deletierten Regionen von AS 262 bis 300 und 
AS 342 bis 396 ohne signifikanten Einfluss auf die Wirtszellbindung in 
Immunoadhäsionsproteinen toleriert. Die Analyse der Immunoadhäsionsproteine mit 
einzelnen substituierten Cysteinen in der PFV Env SU-Untereinheit zeigten, dass nur die 
Immunoadhäsionsproteine, die in der nicht essenziellen Region von AS 397 bis 483 
lokalisierte Cysteine ersetzt hatten, eine Restbindungskapazität behielten. Interessanterweise 
zeigte die Analyse von verschiedenen N-Glykosylierungsmutanten eine bedeutende Rolle der 
Kohlenhydratkette an Position N391 im PFV Env-Protein entweder hinsichtlich der direkten 
Interaktion mit dem zellulären Rezeptor oder für die korrekte Faltung der PFV Env-RBD. 
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein diskontinuierliches Sequenzmotiv von  
AS 225 bis 396 und AS 484 bis 555 für die Bildung der PFV Env-RBD essenziell ist und die 
darin lokalisierte potenzielle achte N-Glykosylierungsstelle eine entscheidende Rolle bei der 
Wirtszellbindung spielt.  
 
 Summary 
Spumaretroviruses or foamy viruses (FVs) use a replication pathway with features distinctive 
from orthoretroviruses. The particle-associated envelope (Env) glycoprotein of prototype 
foamy virus (PFV) is unique compared to other retroviral envelope proteins since its 
coexpression is strictly required for the FV particle release process and its function cannot be 
replaced by heterologous viral glycoproteins. The PFV Env glycoprotein shows a highly 
unusual biosynthesis. Its precursor protein has a type III membrane topology with both the  
N-and C-terminus located in the cytoplasm. During its transport to the cell surface, it is 
posttranslationally processed by yet-unidentified cellular proteases into at least three subunits. 
The N-terminal signal or leader peptide (LP) has a type II membrane topology, whereas the 
C-terminal transmembrane (TM) subunit has a type I membrane topology. The internal 
surface (SU) subunit presumably associates with extracellular domains of TM on the luminal 
side. Here we provide strong evidence that furin itself or furin-like proteases and not the 
signal peptidase complex are responsible for both processing events. N-terminal protein 
sequencing of the SU and TM subunits of purified PFV Env-immunoglobulin immunoadhesin 
identified furin consensus sequences upstream of both cleavage sites. Mutagenesis analysis of 
two overlapping minimal furin consensus sequences at the PFV LP/SU cleavage site in the 
wild-type protein confirmed the sequencing data and demonstrated utilization of only the first 
site. Although these mutants displayed a significant loss in infectivity as a result of reduced 
particle release, no correlation to processing inhibition was observed, since another mutant 
having normal LP/SU processing had a similar defect. 
Viral Env proteins initiate entry of membrane enveloped viruses into cells by binding to cell 
surface receptors followed by conformational changes leading to membrane fusion and 
delivery of the genome containing viral capsid to the cytoplasm. The Env glycoproteins of 
FVs are no exception and mediate attachment to host cells through binding to an yet unknown 
ubiquitous cellular receptor molecule because no cell type is currently known that is resistant 
to FV entry. Little structural and functional information on the extracellular domains of PFV 
Env is available. In this study we characterized the PFV Env receptor-binding-domain (RBD) 
by flow-cytometric analysis of recombinant PFV Env immunoadhesin binding to target cells. 
Analysis showed that the extracellular domains of the C-terminal TM subunit as well as 
targeting of the recombinant immunoadhesins by the cognate LP to the secretory pathway 
were dispensable for target cell binding suggesting that the PFV Env RBD is contained within 
the SU subunit. N- and C- terminal deletion analysis of the SU domain revealed an minimal 
continuous RBD spanning aa 225-555, however internal deletions covering the region from aa 
 397-483, but not aa 262-300 or aa 342-396, were tolerated without significant influence on 
host cell binding. Analysis of individual cysteine point mutants in PFV Env SU revealed that 
only most of those located in the non-essential region from aa 397-483 retained residual 
binding activity. Interestingly, analysis of various N-glycosylation site mutants suggests an 
important role of the carbohydrate chain attached to N391 either for direct interaction with the 
cellular receptor or for correct folding of the PFV Env RBD. Taken together these results 
suggest that a bipartite sequence motif spanning aa 225-396 and aa 484-555 is essential for 
formation of the PFV Env RBD, with N-glycosylation site 8 playing a crucial role for host 
cell binding. 
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1 Einleitung 
1.1 Retroviren 
Ende der 60er-Jahre des letzten Jahrhunderts entdeckten David Baltimore und Howard Temin 
bei einer Gruppe onkogener RNA-Viren, dass der genetische Informationsfluss entgegen dem 
zentralen Dogma der Molekularbiologie nicht von DNA über RNA in Protein verläuft, 
sondern von RNA auf DNA übertragen wird (Baltimore, 1970; Temin und Mizutani, 1970). 
Außerdem identifizierten sie ein Enzym, die Reverse Transkriptase, die es ermöglicht, RNA 
in eine komplementäre DNA umzuschreiben. Dieser Prozess wird auch als retrograde 
Transkription bezeichnet, die als Besonderheit in ihrem Replikationszyklus namensgebend für 
die Retroviren war und ein Hauptmerkmal dieser Virusgruppe darstellt. Später wurde die 
Reverse Transkriptase-Aktivität auch bei Vertretern der Gruppe der Hepadnaviren (Summers 
und Mason, 1982), und bei dem zellulären Ribonukleoprotein Telomerase als Teilfunktion 
(Zakian, 1995) beschrieben. Das zweite Charakteristikum der Retroviren ist die obligate, 
stabile Integration des Provirus in das Wirtszellgenom durch das Enzym Integrase  
(Vogt, 1997a). 
Jedoch erst mit der Entdeckung von HIV (Human Immunodeficiency Virus) als infektiöses 
Agens von AIDS (Acquired Immuno Deficiency Syndrome; Barre-Sinoussi et al., 1983; 
Coffin et al., 1986; Sarngadharan et al., 1984) geriet die Gruppe der Retroviren ins breite 
Licht der Öffentlichkeit. 
1.1.1 Klassifikation der Retroviren 
Die Einteilung der Familie der Retroviridae erfolgt in zwei Unterfamilien, die 
Orthoretrovirinae und die Spumaretrovirinae, und basiert auf Grundlage von gemeinsamen 
taxonomischen Charakteristika wie Struktur, Zusammensetzung und Replikation der Virionen 
sowie Sequenzhomologien zwischen den einzelnen Vertretern (Tab. 1-1; Coffin, 1990; 
Coffin, 1992a; Coffin, 1992b). Die Unterfamilie der Orthoretrovirinae wird in sechs 
Gattungen untergliedert, während die Unterfamilie der Spumaretrovirinae nur eine Gattung, 
die Foamyviren, umfasst. Die wichtigsten Vertreter jeder Gattung sind in Tab. 1-1 aufgezeigt. 
Bei den Orthoretrovirinae wird hinsichtlich der Genomstruktur zwischen einfachen 
Retroviren unterschieden, zu denen die Gattungen Alpha-, Beta- und Gammaretroviren 
gehören und deren Genom nur für die Strukturproteine Gag, Pro, Pol und Env kodiert, und 
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komplexen Retroviren, deren Genom zusätzlich über akzessorische Gene verfügt, die 
regulatorische Funktionen erfüllen (Vogt, 1997b). 
Tab. 1-1: Klassifikation der Familie der Retroviridae (nach Rethwilm, 2003) 
Unterfamilie Gattung Wichtigste Vertreter Genom Virusmorphologie 
Alpha-
retroviren 
Rous Sarcoma Virus (RSV) 
Avian Leukosis Virus (ALV) 




Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) 
Mason-Pfizer Monkey Virus (MPMV) 
einfach exzentrisch liegende, 
sphärische Kapside, “B-





Murine Leukemia Virus (MuLV) 
Feline Leukemia Virus (FeLV) 




Human T-Cell Leukemia Virus (HTLV) 
Bovine Leukemia Virus (BLV) 













Prototype Foamy Virus (PFV) 
Feline Foamy Virus (FFV) 
komplex zentral liegende, sphärische 
Kapside, „C-Partikel“ 
Das Wirtsspektrum der Retroviren erstreckt sich über die Vertebraten bis zu den 
Invertebraten, ist jedoch bei den einzelnen viralen Spezies meist sehr begrenzt. Viele 
Retroviren wurden aufgrund ihrer Fähigkeit, in Wirtszellen Tumore zu induzieren, entdeckt. 
Bereits zu Beginn des vergangenen Jahrhunderts wurden das „Rous Sarcoma Virus“ (RSV) 
und das „Avian Leukosis Virus“ (ALV) als infektiöse, filtrierbare Agenzien beschrieben, die 
in Vögeln Tumore auslösen (Ellermann und Bang, 1908; Rous, 1911; Vogt, 1997a). Mit der 
Entdeckung des ersten humanpathogenen Retrovirus, dem „Human T-Cell Leukemia Virus“ 
(HTLV) beim Menschen, begann die humane Retrovirologie (Poiesz et al., 1980). 
Mittlerweile sind weitere humanpathogene Retroviren bekannt. Der bekannteste Vertreter, das 
HIV als Erreger von AIDS beim Menschen, gehört zur Gattung der Lentiviren, die langsam 
fortschreitende, inflammatorische und degenerative Erkrankungen verursachen (Rosenberg 
und Jolicoeur, 1997).  
Die Gattung der Foamyviren unterscheidet sich aufgrund ihrer Charakteristika bezüglich der 
Genomstruktur und Besonderheiten im Replikationszyklus von allen anderen Retroviren und 
wird deshalb in eine eigene Unterfamilie, die der Spumaretrovirinae, eingruppiert. 
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1.1.2 Morphologie und Genomorganisation der Orthoretroviren 
Retroviren sind von einer Lipid-Doppelmembran umhüllte, sphärische Partikel mit einem 
Durchmesser von 80 bis 120 nm (Abb. 1-1A; Vogt, 1996). In die von der Wirtszelle 
abstammende Hüllmembran sind die viralen Hüllglykoproteine (Env-Proteine) eingebettet, 
über die die Interaktion mit dem zellulären Rezeptor und die Fusion der viralen Membran mit 
der zellulären Membran erfolgt (Swanstrom und Wills, 1997). Die Hüllmembran wird innen 
von Matrixproteinen (MA), die über N-terminale Myristylierungen mit der Hüllmembran 
verbunden sind, ausgekleidet. Im Inneren des Partikels liegt das sphärisch oder konisch 
geformte Kapsid, das aus Monomeren des Kapsidproteins (CA) besteht und eine 
elektronendichte Proteinhülle bildet. Das Kapsid enthält das virale RNA-Genom, zwei 
identische einzelsträngige (+)-Strang-RNA-Moleküle, die durch Nukleokapsidproteine (NC) 
stabilisiert werden. Weiterhin schließt das Viruspartikel die für die Provirusgenese 
notwendigen viralen Enzyme Protease (PR), Reverse Transkriptase (RT) mit RNaseH-
Aktivität und Integrase (IN) ein (Vogt, 1996). 
Das RNA-Genom eines Retrovirus weist mit einer Cap-Struktur am 5’-Ende und einem etwa 
200 Nukleotide langen Poly-A-Schwanz am 3’-Ende alle Merkmale einer eukaryotischen 
mRNA auf (Abb. 1-1B; Übersichten in Modrow et al., 2003; Vogt, 1997b). Einfache 
Retroviren besitzen sehr kleine Genome wie z.B. das „Murine Leukemia Virus“ (MuLV) mit 
etwa 7.000 b, wogegen das Genom der Spumaretroviren etwa 13.000 b umfasst. Am 5’- und 
3’-Ende liegt jeweils eine wiederholte (R)-Region, die bei verschiedenen Spezies 
15 bis 240 Nukleotide umfasst und eine wichtige Rolle bei der reversen Transkription spielt. 
Darauf folgen für die 5’- und 3’-Enden spezifische Sequenzabschnitte, die als U5- und U3-
Regionen (engl.: U = unique) bezeichnet werden. C-terminal der U5-Region findet man eine 
18 b lange Primer-Bindungsstelle (pbs), an der eine virusspezifische, zelluläre tRNA 
komplexiert ist. Diese dient als Primer für die Minusstrangsynthese und somit für die 
Initiation der reversen Transkription. Das RNA-Genom besitzt außerdem je eine Spleißdonor- 
und Spleißakzeptorstelle, die für die Synthese aller gespleißten mRNAs verwendet werden. 
Des Weiteren enthält diese Region eine Sequenzfolge (psi), die für die Verpackung der 
genomischen RNA notwendig ist. 
Der für die Virusproteine kodierende Genomabschnitt wird von der U5- und U3-Region 
eingeschlossen (Abb. 1-1B, Übersicht in Vogt, 1997b). Am 3’-Ende des kodierenden 
Genomabschnitts liegt der Polypurintrakt (ppt), eine virusspezifische Sequenzabfolge von 
neun Adenosin- und Guanosinnukleotiden, die der Reversen Transkriptase als Primer für die 
Initiation der DNA-Plusstrangsynthese dient. 
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Abb. 1-1: Schematische Darstellung der Partikelzusammensetzung und Genomorganisation von 
Retroviren. (A) Schematische Darstellung eines retroviralen Virions (verändert nach Freed und Martin, 2001). 
Die drei Strukturproteine Gag, Pro/Pol und Env und deren prozessierte Untereinheiten sind als Rechtecke 
dargestellt und farblich voneinander abgetrennt. (B) Schematische Darstellung der Genomorganisation sowie des 
RNA-Genoms und der einzelnen mRNAs eines einfachen Retrovirus (verändert nach Modrow et al., 2003). Das 
im Wirtszellgenom integrierte Provirus-Genom mit den strukturellen Genen gag, pro, pol und env, wird von 
LTRs flankiert. Die transkribierten mRNAs besitzen am 5’-Ende eine Cap-Struktur und am 3’-Ende einen Poly-
A-Schwanz. TM: Transmembran-Untereinheit; SU: Oberflächen-Untereinheit; IN: Integrase; PR: Protease;  
RT: Reverse Transkriptase/RNaseH; NC: Nukleokapsidprotein; CA: Kapsidprotein; MA: Matrixprotein;  
LTR: „long terminal repeat“; U3: einzigartige 3’-Region; R: R-Region; U5: einzigartige 5’-Region; pbs: Primer-
Bindungsstelle; psi: Verpackungssignal; SD: Spleißdonor; SA: Spleißakzeptor; ppt: Polypurintrakt 
 
Nach der reversen Transkription liegt das Virusgenom als doppelsträngiges DNA-Molekül 
vor und wird als Provirus bezeichnet. Das Provirus ist von „long terminal repeats“ (LTRs) 
flankiert, die aus den Regionen U3, R und U5 bestehen und die essenzielle Sequenzen für die 
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beiden Enden des DNA-Genoms in der U5- und U3-Region lokalisiert. Die Sequenzelemente 
zur Kontrolle der Replikation und Genexpression, die Promotoren und Enhancer, liegen in der 
U3-Region. Die vom Provirus transkribierte pre-mRNA dient sowohl als genomische RNA 
für neue Viren als auch als mRNA für die Proteinexpression.  
Das Genom eines einfachen Retrovirus enthält drei offene Leseraster (ORFs, engl.: open 
reading frames), die für die Strukturproteine kodieren (Abb. 1-1B, Übersicht in Vogt, 1997b). 
Das gag-Gen (Gruppenspezifisches Antigen) kodiert für die internen strukturellen 
Komponenten des Viruspartikels. Das Gag-Protein wird zunächst als Vorläuferprotein von 
einer ungespleißten mRNA an den freien Ribosomen im Zytoplasma translatiert und während 
des Transports zum Ort der Partikelmorphogenese kotranslational durch zelluläre Proteine am 
N-Terminus modifiziert. Das Gag-Vorläuferprotein wird während der Partikelreifung durch 
die virale Protease in Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidprotein gespalten (Übersicht in 
Swanstrom und Wills, 1997). Der pro/pol-ORF kodiert für die viralen Enzyme Protease, 
Reverse Transkriptase mit RNaseH-Aktivität und Integrase. Die Translation der viralen 
Enzyme erfolgt nicht separat, sondern ausschließlich von einer genomischen mRNA. 
Aufgrund der Überlappung des gag-Gens und des pro/pol-ORFs wird durch ribosomalen 
Leserasterwechsel oder durch eine Unterdrückung der Translationstermination entweder ein 
Gag-Pro- und/oder ein Gag-Pro-Pol-Fusionsprotein gebildet, in dem die Gene gag, pro und 
pol in einem gemeinsamen Leserahmen wie z.B. beim „Walleye Dermal Sarcoma Virus“ 
(WDSV) und MuLV oder in drei getrennten Leserahmen wie z.B. beim „Mouse Mammary 
Tumor Virus“ (MMTV), „Mason-Pfizer Monkey Virus“ (MPMV) und HTLV vorliegen 
(Vogt, 1997b). Des Weiteren können sich zwei Gene einen gemeinsamen Leserahmen teilen. 
So gibt es beispielsweise bei RSV und ALV einen gag-pro-Leserahmen und bei HIV einen 
gemeinsamen pro-pol-Leserahmen. Die Vorläuferproteine werden erst während der 
Virusreifung durch die virale Protease autokatalytisch in die aktiven Enzyme gespalten, 
wodurch der Einbau der Pol-Proteine gemeinsam mit den Gag-Proteinen in das Partikel 
gewährleistet wird (Swanstrom und Wills, 1997). 
Das Env-Protein (engl.: envelope) wird als Vorläuferprotein am rauen Endoplasmatischen 
Retikulum (rER) von einer einfach gespleißten, subgenomischen messenger RNA (mRNA) 
gebildet. Während des Transports durch die zellulären Kompartimente (ER, Golgiapparat) 
wird das Env-Protein z.B. durch Glykosylierungen modifiziert und durch eine zelluläre 
Protease in die SU- und die TM-Untereinheit gespalten, die nicht immer kovalent miteinander 
verbunden bleiben. Das Env-Protein gelangt über den sekretorischen Weg zur 
Zytoplasmamembran und liegt dort in oligomeren Komplexen aus meist drei SU-TM-
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Heterodimeren vor. Der Einbau der Env-Proteine erfolgt, wenn die Kapside durch die 
Wirtszellmembran knospen und somit ihre Hülle erhalten (Chan et al., 1997; Einfeld und 
Hunter, 1994). 
Die komplexen Retroviren besitzen zusätzliche ORFs, die für akzessorische Proteine kodieren 
(Cullen, 1991; Vogt, 1997b). Diese Proteine werden häufig von mehrfach gespleißten mRNA-
Spezies translatiert und üben eine regulatorische Funktion auf Transkriptions- und 
Translationsebene aus. Durch Interaktionen mit der Wirtszelle beeinflussen sie des Weiteren 
die Induktion von Immunantworten und erleichtern damit die Virusverbreitung (Emerman 
und Malim, 1998). 
1.1.3 Replikationszyklus der Orthoretroviren 
Der retrovirale Replikationszyklus beginnt mit dem Eintritt des Virus in die Wirtszelle. 
Hierfür kommt es zunächst zu einem Kontakt zwischen Virus und der Wirtszellmembran, der 
durch eine spezifische Interaktion der Hüllproteinoligomere mit dem zellulären Rezeptor 
vermittelt wird (Abb. 1-2). Die Verankerung der Komplexe in der Virusmembran erfolgt 
dabei über die TM-Untereinheiten der Env-Proteine, während die stark glykosylierten SU-
Untereinheiten der Env-Proteine für den Kontakt mit dem zellulären Rezeptor verantwortlich 
sind. Diese Interaktion ist hochspezifisch und bestimmt somit überwiegend die Wirtsspezifität 
und den Gewebstropismus des Virus. Durch die Bindung des Virus an die Wirtszelle, die für 
den Viruseintritt essenziell aber nicht ausreichend ist, kommt es bei den meisten Retroviren 
infolge einer pH-unabhängigen Konformationsänderung der Hüllproteinoligomere zum 
Verschmelzen der Virusmembran mit der Zellmembran und zur Aufnahme des Kapsids in das 
Zytoplasma der Wirtszelle (McClure et al., 1988; McClure et al., 1990). Einen weiteren 
möglichen Eintrittsweg stellt die rezeptorvermittelte Endozytose dar. Dabei kommt es nach 
der Aufnahme des Virus in die Endosomen durch den niedrigen pH-Wert zur Aktivierung des 
Fusionspotenzials der TM-Untereinheiten. Dadurch verschmelzen die Membranen 
miteinander und das Kapsid wird in das Zytoplasma entlassen (Redmond et al., 1984). 
Bei den meisten Retroviren, mit Ausnahme der Foamyviren, setzt nun die reverse 
Transkription ein. Dabei schreibt die an die RNA gebundene RT die genomische RNA in 
einer komplexen Reaktionsfolge in dsDNA um. Das lineare DNA-Molekül ist beidseitig von 
LTRs flankiert und liegt, assoziiert mit viralen und zellulären Proteinen, in einem 
Nukleoproteinkomplex vor. Diese auch als Präintegrationskomplex bezeichnete Struktur wird 
in den Kern transportiert, wo die Integrase die Insertion des Provirus in das zelluläre Genom 
katalysiert (Übersicht in Brown, 1997). 
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 Abb. 1-2: Der retrovirale Replikationszyklus.  
Nach der Adsorption des Virions an den zellulären Rezeptor und der Fusion mit der Zellmembran wird das 
Kapsid in das Zytoplasma, in dem die reverse Transkription stattfindet, freigelassen. Der Präintegrationskomplex 
wird in den Zellkern transportiert und als Provirus in das Genom der Wirtszelle integriert. Nach der 
Transkription und Translation werden die verschiedenen viralen Komponenten zu Viruspartikeln 
zusammengefügt. Die Viruspartikel knospen an der Plasmamembran und erhalten somit ihre Lipid-
Doppelmembran mit den darin eingebetteten Env-Proteinen (verändert nach Linial, 1999). ZK: Zellkern 
  
Die Integration in das Genom der Wirtszelle übt in Bezug auf die Replikation der Retroviren 
eine Doppelfunktion aus. Zum einen wird durch die Integration gewährleistet, dass das 
Provirus auch in sich teilenden Zellen nicht verloren geht und stattdessen auf genetischem 
Weg bei jeder Zellteilung auf die Tochterzellen weitergegeben wird. Zum anderen wird für 
das Provirus, das ein regulärer Bestandteil der zellulären DNA ist, die 
Proteinexpressionsmaschinerie der Wirtszelle zugänglich und kann so zur eigenen 
Vermehrung ausgenutzt werden. Dazu wird eine Vielzahl von cis-wirksamen Sequenzen 
benötigt, die in den LTR-Regionen lokalisiert sind. Die Transkription beginnt nach dem 
Promotor in der U3-Region des 5’-LTR und verläuft bis zum Poly-A-Signal, das je nach 
Penetration „Uncoating“ 
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Virus in der U3- oder R-Region des 3’-LTR liegt und zur Polyadenylierung der viralen RNA 
führt. Die transkribierten mRNAs werden im 5’-Bereich mit einer Cap-Struktur versehen und 
in das Zytoplasma transportiert. Bei einfachen Retroviren werden die für den Export der 
ungespleißten RNAs notwendigen cis-aktiven RNA-Elemente (CTEs) von der zellulären 
Exportmaschinerie erkannt. Im Gegensatz dazu benötigen komplexe Retroviren zusätzliche, 
akzessorische Proteine, die an die viralen cis-aktiven RNA-Elemente binden und den Export 
von einfach- und ungespleißten viralen RNAs ermöglichen. Im Zytoplasma erfolgt die 
Translation der Genprodukte, die anschließend im Laufe eines komplexen 
Morphogeneseprozesses zu Viruspartikeln zusammengefügt werden und die Zelle verlassen. 
Retroviren werden hinsichtlich ihrer viralen Morphogenese in zwei Gruppen eingeteilt. Zum 
einen gibt es die B/D-Typ-Viren (Betaretroviren und Foamyviren), die aus Gag-Polyproteinen 
frei im Zytoplasma der Zelle liegende Kapside bilden, die zur Plasmamembran transportiert 
werden und dort knospen. Dagegen setzen die C-Typ-Viren, zu denen alle anderen Gattungen 
der Retroviren zählen, ihre Kapside direkt an der Plasmamembran zusammen. Durch das 
Knospen an der zellulären Membran erhält das Viruspartikel seine Lipid-Doppelmembran mit 
den darin eingebetteten Env-Proteinen. Abschließend erfolgt ein Reifungsprozess, der durch 
die Aktivität der Protease vermittelt wird und dem Virion seine endgültige morphologische 
Gestalt und seinen infektiösen Charakter gibt.  
1.2 Foamyviren 
1.2.1 Klassifikation der Foamyviren 
Die Spumaretrovirinae nehmen aufgrund mehrerer Besonderheiten in ihrer Replikations-
strategie eine Sonderstellung innerhalb der Retroviren ein und bilden deshalb eine eigene 
Unterfamilie. Seit der ersten Isolierung 1954 (Enders und Peebles, 1954) sind Vertreter dieser 
weit verbreiteten Virusgruppe (Linial, 1999) in verschiedenen Primatenspezies und anderen 
Säugetieren, wie z.B. Katzen, Rindern und Pferden gefunden wurden (Flügel, 1991). 1971 
wurde erstmals ein Retrovirus, das „Human Foamy Virus“ (HFV), aus einem Patienten mit 
Nasopharynx-Karzinom isoliert (Achong et al., 1971). Spätere Sequenzanalysen zeigten 
jedoch, dass HFV verschiedenen SFV („simian foamy virus“)-Isolaten aus Schimpansen 
(SFVcpz) zugeordnet werden kann (Herchenröder et al., 1994). Außerdem weisen 
seroepidemiologische Studien daraufhin, dass der Mensch kein natürlicher Wirt für 
Foamyviren (FV) ist (Ali et al., 1996; Schweizer et al., 1995) und es sich bei HFV 
wahrscheinlich um ein Schimpansenvirus handelt, das zoonotisch auf den Menschen 
Einleitung 
  9 
übertragen wurde. Mittlerweile konnten mehrere solcher Transspezies-Infektionen bei 
Tierpflegern in Primatenzentren oder Tiergärten und bei Angehörigen afrikanischer 
Jägergruppen beobachtet werden (Heneine et al., 1998; Schweizer et al., 1997). Aufgrund 
dieser Befunde wurde das ursprünglich als HFV bezeichnete Virus in „Prototype Foamy 
Virus“ (PFV) umbenannt.  
Im natürlichen Wirt etablieren FV trotz hoher Antikörpertiter persistierende Infektionen, die 
jedoch ohne erkennbare pathologische Folgen bleiben. Des Weiteren konnte trotz zahlreicher 
Untersuchungen zum möglichen Zusammenhang von FV-Infektionen und humanen 
Erkrankungen bisher kein eindeutiger Hinweis auf ein humanpathogenes Potenzial von FV 
entdeckt werden (Linial, 2000; Meiering und Linial, 2001). Eine Virusübertragung von FV-
infizierten Patienten auf andere Menschen konnte auch in Langzeitstudien nicht nachgewiesen 
werden (Boneva et al., 2002). Die benigne Natur der FV bei natürlichen und akzidentellen  
in vivo Infektionen steht im scharfen Kontrast zu der in vitro beobachteten Zytopathogenität, 
die durch das Auftreten großer, vielkerniger, vakuolisierter Zellverbände (Synzytien) 
charakterisiert ist (Abb. 1-3) und letztendlich für die Namensgebung (engl.: foamy/lat.: 
Spuma = Schaum, schaumig) ausschlaggebend war (Hill et al., 1999). 
   
 A B C
 
 
   Abb. 1-3: Elektronenmikroskopische (EM) Aufnahmen von Spumaretroviren und deren Zytopathogenität 
in vitro. (A) EM Aufnahme von Spumaretroviren, (B) nicht infizierter humaner Fibroblastenzellen und (C) PFV 
infizierter  humaner Fibroblastenzellen mit deutlich erkennbaren Synzytien. (A) H. Zentgraf, unveröffentlicht; 
(B, C) T. Pietschmann und D. Lindemann, unveröffentlicht. 
 
Ihr apathogener Infektionsverlauf, ihr breites Wirts- und Gewebsspektrum, ihre Möglichkeit 
zur Persistenz trotz Anwesenheit neutralisierender Antikörper sowie ihre Genomgröße 
machen FV für die Entwicklung retroviraler Vektoren und den Einsatz in der somatischen 
Gentherapie interessant (Hill et al., 1999; Lindemann et al., 2000; Meiering und Linial, 2001; 
Nestler et al., 1997; Russell und Miller, 1996; Trobridge et al., 2002b). Dadurch zog diese 
Gruppe der Retroviren in den letzten Jahren immer mehr Aufmerksamkeit auf sich, wodurch 
wiederum zahlreiche neue molekularbiologische Besonderheiten entdeckt wurden.  
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1.2.2 Genomorganisation und Genexpression 
Der Genomaufbau der FV charakterisiert sie als einen typischen Vertreter der komplexen 
Retroviren. Er verfügt neben den Strukturgenen gag, pol und env über zusätzliche 
akzessorische Gene, die bel-Gene, die zwischen dem env-Gen und dem 3’-LTR lokalisiert 
sind (Abb. 1-4; Flügel et al., 1987). 




   Abb. 1-4: Genomorganisation und Genexpression der Foamyviren.  
Schematische Darstellung der genetischen Organisation eines integrierten PFV-Provirus, das zu beiden Seiten 
von LTRs flankiert ist. Voneinander unabhängige, virale Gene sind durch Rechtecke dargestellt und farblich 
voneinander abgetrennt. Neben dem 5’-LTR-Promotor enthält das PFV-Genom im 3’-Bereich des env-Gens 
einen internen Promotor (IP). Die Aktivierung der Promotoren erfolgt durch den viralen Transaktivator (Tas). 
Die verschiedenen Transkripte sind teilweise mehrfach gespleißt und weisen eine 5’-Cap-Struktur und einen 
Poly-A-Schwanz auf. Die von der jeweiligen mRNA exprimierten Proteine sind durch Rechtecke gezeigt. Die 
Molekulargewichte der Vorläuferproteine und deren Spaltprodukte sind angegeben. PR/RT: Protease/Reverse 
Transkriptase mit RNaseH-Aktivität; IN: Integrase; LP: Leader-Peptid; SU: Oberflächen-Untereinheit;  
TM: Transmembran-Untereinheit.; LTR: „long terminal repeat“; U3: einzigartige 3’-Region; R: R-Region;  
U5: einzigartige 5’-Region 
 
FV sind unkonventionelle Retroviren, die im Gegensatz zu Orthoretroviren neben dem 
Promotor in der U3-Region des 5’-LTRs einen zusätzlichen internen Promotor (IP) im  
3’-Bereich des env-Gens besitzen, der für die Expression der nicht strukturellen,
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akzessorischen Gene genutzt wird (Löchelt et al., 1993b). 
Die Regulation beider Promotoren erfolgt durch den viralen Transaktivator Bel-1/Tas (Tas, 
„transactivator of spumaviruses“), der vom bel-1/tas-Gen kodiert wird (Mergia et al., 1990). 
In Abwesenheit des Tas-Proteins kommt es aufgrund der deutlich höheren Basalaktivität des 
IP gegenüber dem 5’-LTR-Promotor/Enhancer (Löchelt et al., 1993a) zur Transkription 
kurzer subgenomischer mRNAs und zur Translation des Bel-1/Tas- und des Bet-Proteins 
(Abb. 1-4). Infolge dessen kommt es durch das Tas-Protein zur Stimulierung des IP und zur 
verstärkten Synthese der Proteine Tas und Bet. Nachdem die Expression des Tas-Proteins ein 
bestimmtes Maß erreicht hat, wird auch der 5’-LTR-Promotor aktiviert, die genomischen und 
einfach gespleißten mRNAs transkribiert und die Strukturproteine translatiert. 
Eine weitere Besonderheit der FV zeigt sich hinsichtlich der Expression des pol-ORFs. 
Während bei konventionellen Retroviren das Pol-Polyprotein Gag-abhängig als Gag-Pol-
Fusionsprotein exprimiert wird, erfolgt bei FV die Synthese des Pol-Proteins über eine eigene 
gespleißte mRNA (Abb. 1-4; Enssle et al., 1997; Jordan et al., 1996; Yu et al., 1996a). 
Hinsichtlich dieses Charakteristikums erinnern die FV an die Familie der Hepadnaviridae, die 
ihre Polymerase (P-Protein) ebenso unabhängig von ihrem Strukturprotein (Core-Protein) 
synthetisieren (Bonneville und Hohn, 1993; Loeb und Ganem, 1993). Aufgrund der Gag-
unabhängigen Expression der Pol-Proteine entfallen bei FV die bei Orthoretroviren üblichen 
Kontrollmechanismen wie ribosomaler Leserasterwechsel und/oder Unterdrückung der 
Translationstermination auf Translationsebene, die das Mengenverhältnis zwischen Gag- und 
Pol-Proteinen regulieren. Im Gegensatz dazu müssen FV im Zusammenhang mit der 
Partikelmorphogenese alternative Wege gehen, um eine Verpackung der viralen Enzyme in 
das Viruspartikel sicherzustellen. Bei FV ist hierfür eine Interaktion des Pol-Proteins mit dem 
Gag-Protein nicht ausreichend, sondern das Vorhandensein einer verpackbaren, genomischen 
RNA essenziell (Heinkelein et al., 2002). 
Dabei bindet das Pol-Protein an verschiedene Sequenzen, so genannte PES („pol 
encapsidation sequences“) in der genomischen RNA, die zum einen in der U5’-Region des 
5’-LTRs und zum anderen am 3’-Ende des pol-Gens liegen (Peters et al., 2005). Auf Seite des 
Gag-Proteins vermitteln Glyzin-Arginin-Boxen (GR-Boxen) am C-Terminus den Einbau der 
genomischen RNA in das Partikel.  
1.2.3 Strukturproteine und Akzessorische Proteine der Foamyviren 
Das FV Gag-Protein wird wie bei den Orthoretroviren von einer ungespleißten genomischen 
RNA als ein 71 kDa Vorläuferprotein gebildet (Abb. 1-4) und weist eine Reihe von 
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Besonderheiten auf. Die retroviralen Gag-Proteine verfügen über so genannte Cystein-
Histidin-Boxen in den NC-Domänen, die an der Erkennung des Verpackungssignals auf der 
genomischen RNA beteiligt sind (Berkowitz et al., 1996). Im Vergleich dazu besitzen Gag-
Proteine von FV GR-Boxen, die sowohl die Nukleinsäurebindung ermöglichen, aber auch für 
den Transport des FV Gag-Vorläuferproteins in den Zellkern verantwortlich sind 
(Schliephake und Rethwilm, 1994). Die Bedeutung der transienten Kernlokalisation der Gag-
Proteine ist bisher nicht bekannt. Das FV Gag-Protein bindet über die GR-Boxen sowohl 
RNA als auch DNA (Yu et al., 1996b) und erinnert hinsichtlich dieser Eigenschaft an das 
Core-Protein der Hepadnaviren, das über spezifische Arginine im C-Terminus die Bindung an 
RNA und DNA ermöglicht (Hatton et al., 1992; Nassal, 1992). Eine weitere Besonderheit 
gegenüber anderen Retroviren stellt die Spaltung des Gag-Vorläuferproteins im Laufe der 
Partikelreifung dar. Während bei anderen Retroviren das Gag-Vorläuferprotein üblicherweise 
durch die virale Protease in die Untereinheiten MA, CA und NC gespalten wird, findet man 
dagegen bei FV nur zwei Formen des Gag-Proteins, das prozessierte p68Gag und das nicht 
prozessierte Vorläuferprotein p71Gag , die in äquimolaren Mengen in der Zelle auftreten 
(Netzer et al., 1990). Diese Spaltung, bei der die virale Protease ein 3 kDa Protein vom  
C-Terminus des Gag-Proteins abspaltet, ist für die Bildung infektiöser Viren essenziell  
(Enssle et al., 1997; Konvalinka et al., 1995; Pfrepper et al., 1997). 
Das FV Pol-Protein wird wie bereits erwähnt Gag-unabhängig von einer einfach gespleißten 
mRNA (Jordan et al., 1996; Löchelt und Flügel, 1996; Yu et al., 1996a) als ein 127 kDa 
Vorläuferprotein exprimiert und vermutlich während oder nach der Morphogenese der 
intrazellulären Kapside autokatalytisch in die Proteine Protease/Reverse Transkriptase mit 
RNaseH-Aktivität (p85PR/RT) und Integrase (p40IN) gespalten (Netzer et al., 1990;  
Pfrepper et al., 1998). Eine eigene, von der Reversen Transkriptase abgespaltene Protease 
konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Für die Bildung infektiöser Partikel ist eine aktive 
virale Protease ebenso notwendig wie eine aktive Integrase und Reverse Transkriptase  
(Enssle et al., 1999; Konvalinka et al., 1995). 
Das foamyvirale Env-Protein wird aufgrund der zentralen Stellung in dieser Arbeit in 
Kapitel 1.3.2 ausführlich besprochen. 
Der foamyvirale Transaktivator (Tas) wird unter der Kontrolle des IP und des 5’-LTR-
Promotors exprimiert (Abb. 1-4) und bindet im Gegensatz zum Tat-Protein von HIV und Tax-
Protein von HTLV direkt an die DNA. Das Tas-Protein wird als 36 kDa Phosphoprotein 
synthetisiert, weist keine Sequenzhomologien zu anderen retroviralen Transaktivatoren auf 
und agiert somit über einen eigenen Mechanismus (Linial, 1999). Dafür besitzt es eine interne 
Einleitung 
  13 
DNA-Bindungsdomäne und eine Transaktivierungsdomäne im C-terminalen Bereich  
(Blair et al., 1994; He et al., 1996; Venkatesh und Chinnadurai, 1993). Das Bet-Protein ist ein 
weiteres akzessorisches Protein, das neben dem Tas-Protein von FV exprimiert wird. Es wird 
ausgehend von einer mehrfach gespleißten mRNA, die Teile des tas-Exons mit dem bel-2-
Leseraster verbindet, gebildet (Muranyi und Flügel, 1991). Das PFV Bet-Protein ist ortholog 
zum Vif-Protein von HIV und inhibiert die antivirale Funktion der APOBEC3-Proteine der 
Wirtszelle (Löchelt et al., 2005; Russell et al., 2005). Zellen, die das Bet-Protein stabil 
exprimieren, sind gegen PFV-Superinfektionen geschützt (Bock et al., 1998). Für die in vitro 
Replikation ist das Bet-Protein nicht essenziell. 
1.2.4 Der foamyvirale Replikationszyklus 
FV nehmen aufgrund ihrer Replikationsstrategie eine Sonderstellung innerhalb der Familie 
der Retroviridae ein. Ihr Replikationszyklus unterscheidet sich auf verschiedenen Ebenen von 
dem der Orthoretroviren, da er Elemente der Replikationsstrategien von Retroviren, 
Retrotransposons und Hepadnaviren vereinigt (Heinkelein et al., 2000).  
Die Tatsache, dass FV einen breiten Zelltropismus besitzen und bislang keine Zelllinie 
identifiziert werden konnte, die gegen FV-Infektionen resistent ist (Hooks und Gibbs, 1975; 
McClure und Erlwein, 1995), deutet darauf hin, dass es sich bei dem unbekannten zellulären 
Rezeptor um ein ubiquitäres Molekül handelt. FV verwenden im Gegensatz zu einer Vielzahl 
von Orthoretroviren einen pH-abhängigen endozytotischen Weg zur Aufnahme in die 
Wirtszelle (Picard-Maureau et al., 2003). Dabei ist der FV Env-Fusionsprozess selbst 
pH-kontrolliert, da bei niedrigem pH-Wert bei Env-Proteinen verschiedener FV-Spezies eine 
Induktion oder Verstärkung der Synzytiabildung ausgelöst wird. Nach der Penetration, bei der 
das virale Kapsid in das Zytoplasma der Wirtszelle gelangt, zerfällt das Kapsid und lässt das 
virale Genom frei (Abb. 1-5). Im Gegensatz zu konventionellen Retroviren enthalten 
infektiöse foamyvirale Partikel bereits DNA, sodass die Umschreibung des RNA-Genoms in 
DNA zu einem späteren Zeitpunkt im Replikationszyklus erfolgt. Dieses Modell wird von 
verschiedenen experimentellen Befunden gestützt. Zum einen findet man in FV infizierten 
Zellen größere Mengen an unintegrierter DNA und zum anderen konnte in extrazellulären 
Partikeln sowohl RNA als auch DNA nachgewiesen werden (Yu et al., 1999).  
Weiterhin zeigten Experimente, dass FV in Gegenwart des RT-Inhibitors Azidothymidin 
(AZT) Zellen infizieren können. Dies setzt eine bereits vorher weitgehend abgeschlossene 
DNA-Synthese voraus (Moebes et al., 1997; Yu et al., 1999). 
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   Abb. 1-5: Der foamyvirale Replikationszyklus. 
Nach der Adsorption des Virions an den bisher unbekannten zellulären Rezeptor und der Fusion mit der 
Zellmembran, wird das Kapsid mit dem DNA-Genom in das Zytoplasma freigelassen. Der 
Präintegrationskomplex wird in den Zellkern transportiert und integriert dort in das Wirtszellgenom. 
Anschließend erfolgt die Transkription und Translation der verschiedenen viralen Proteine, die im Zytoplasma 
virale Kapsidstrukturen bilden, in denen die reverse Transkription stattfindet. Diese Kapside knospen zum einen 
vermehrt an intrazellulären Membranen, wie dem ER, oder aber an der Plasmamembran, wo sie ihre Hülle mit 
den darin eingebetteten Env-Proteinen erwerben. Alternativ führen FV einen internen Replikationszyklus durch, 
in dem das DNA-Genom erneut in das Wirtszellgenom integriert wird (veränder nach Linial, 1999).  
ZK: Zellkern; ER: Endoplasmatisches Retikulum 
 
Durch die Bildung eines funktionellen DNA-Genoms in der infizierten Zelle kann das Virus, 
statt die Zelle zu verlassen, erneut in das Genom integrieren und hat somit die Möglichkeit für 
einen intrazellulären Replikationszyklus. Bei der Familie der Hepadnaviridae ist solch ein 
„Kurzschluss“ der Replikation schon länger bekannt (Ganem, 1996; Nassal und Schaller, 
1993; Tuttleman et al., 1986). Heinkelein und seinen Kollegen gelang 2000 bei PFV die 
experimentelle Bestätigung der intrazellulären Reintegration. 
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Nach der Freisetzung des viralen DNA-Genoms wird der Präintegrationskomplex vermutlich 
entlang der Mikrotubuli zum Zellkern transportiert (Saib et al., 1997) und das Provirus in das 
Genom der Wirtszelle integriert. Im Anschluss erfolgt die Expression der regulatorischen und 
später auch der strukturellen Proteine und das Kapsid wird im Zytoplasma zusammengebaut. 
Die Mehrzahl der Kapside knospen aufgrund eines ER-Retrieval-Signals im Env-Protein in 
das ER und werden vermutlich über exozytotische Prozesse freigesetzt. Nur ein geringer Teil 
der Virionen wird direkt an der Zytoplasmamembran abgeschnürt (Lindemann und Goepfert, 
2003).  
1.3 Virale Hüllglykoproteine 
Die Zellmembran stellt die erste und wichtigste Barriere dar, die jedes Virus während des 
Infektionsprozesses überwinden muss. Die Membranfusion ist dabei ein grundlegender 
Prozess, den membranumhüllte Viren für den endozytotischen Eintritt in die Zelle nutzen. 
Dafür tragen Viren auf ihrer Oberfläche Env-Proteine, die zunächst die Andockung der 
Viruspartikel an Rezeptormoleküle auf der Zelloberfläche und anschließend die Fusion der 
Virusmembran mit der zellulären Membran vermitteln. Dies ermöglicht letztlich die 
Einschleusung des Virusgenoms in das Zytoplasma der Zelle. Die auch als Fusionsproteine 
bezeichneten Env-Proteine membranumhüllter Viren werden aufgrund besonderer 
Charakteristika, wie z.B. Struktur und Spaltung, in Klasse I, II und nicht klassifizierte 
Fusionsproteine unterteilt (Dimitrov, 2004). Die meisten Klasse-I-Fusionsproteine, die z.B. 
bei den Retro-, Orthomyxo-, Paramyxo-, Filo- und Coronaviren vorhanden sind, werden 
proteolytisch gespalten und besitzen ein N-terminales Fusionspeptid. Im Gegensatz dazu 
findet man beispielsweise bei den Flavi- und Alphaviren Klasse-II-Fusionsproteine, die 
generell keine proteolytische Spaltung erfahren. Andere Fusionsproteine wie die der 
Rhabdoviren können aufgrund ihrer Merkmale zu keiner der beiden Klassen zugeordnet 
werden. Die Env-Proteine der FV gehören zur Klasse I der Fusionsproteine und werden im 
nächsten Abschnitt näher beschrieben.  
1.3.1 Retrovirale Hüllglykoproteine 
Die retroviralen Hüllglykoproteine werden durch die Translationsmaschinerie der Zelle am 
rER als Env-Vorläuferproteine von einer gespleißten genomischen RNA synthetisiert. 
Anschließend werden sie über den sekretorischen Weg zur Plasmamembran transportiert, wo 
der Einbau in die Viruspartikel stattfindet. Auf dem Weg dahin werden die 
Einleitung 
  16 
Env-Vorläuferproteine posttranslational modifiziert und durch zelluläre Proteasen in die 
funktionellen Untereinheiten gespalten, die sowohl die Anheftung der Viruspartikel an die 
Wirtszelloberfläche als auch die Fusion beider Membranen vermitteln. Die meisten 
retroviralen Env-Proteine enthalten drei funktionelle Untereinheiten: das Signalpeptid (SP), 
die extrazelluläre SU- und die TM-Untereinheit. Die Rezeptorspezifität und damit die 
Rezeptorbindungsdomäne wird bei den meisten Retroviren durch größere Bereiche in der SU-
Untereinheit der Env-Proteine bestimmt, die jedoch sowohl im N-terminalen (MuLV), als 
auch im mittleren (ASLV) oder im C-terminalen Bereich (HIV) der SU-Untereinheit 
lokalisiert sind (Battini et al., 1992; Heard und Danos, 1991; Morgan et al., 1993; Ott und 
Rein, 1992). Durch die Bindung des Env-Proteins an die Wirtszellmembran wird eine 
Konformationsänderung im Env-Protein induziert, die die Fusion der viralen Membran mit 
der zellulären Membran auslöst und die Freisetzung des Kapsids in die Wirtszelle ermöglicht. 
1.3.1.1 Strukturkomponenten der retroviralen Env-Proteine und deren Funktion 
Die Env-Vorläuferproteine werden mit einer N-terminal lokalisierten, auch als SP 
bezeichneten Signalsequenz synthetisiert, die die sekretorischen Proteine für die Interaktion 
mit der zellulären Translokationsmaschinerie nutzen. SP sind in der Regel zwischen 
15 und 30 AS lang und bestehen normalerweise aus drei Subdomänen: der N-terminalen (n)-
Region, der zentralen hydrophoben (h)-Region und der C-terminalen (c)-Region. Die 
n-Region, die nach der Abspaltung des SP im Zytoplasma verbleibt, weist meistens eine 
positive Nettoladung auf und zeigt mit 15 bis 50 AS die größte Längenvariabilität. Für die 
Insertion der wachsenden Polypeptidkette in die Membran ist die h-Region mit einer Länge 
von 6 bis 15 AS essenziell. Sie wird vom SRP („signal recognition particle“) erkannt und 
durch ihn in die Membran des ER inseriert. Dagegen bestimmt die Zusammensetzung der 
meist kurzen polaren c-Region die SP-Spaltstelle (von Heijne, 1985; von Heijne, 1986). Die 
Spaltung erfolgt meist kotranslational durch den Signalpeptidase-Komplex (SPK) oder durch 
zelluläre Furin-ähnliche Proteasen im ER. Bei einigen viralen Env-Proteinen wurde eine 
posttranslationale Abspaltung zu einem späteren Zeitpunkt während des intrazellulären 
Transports beobachtet (Li et al., 1996; Li et al., 1994; Verschoor et al., 1993). Im 
Allgemeinen endet nach der Abspaltung des SP dessen Einfluss auf die Reifung der Env-
Proteine und wird abgebaut. Eine Ausnahme sind die Rotaviren, bei denen das VP7-
Glykoprotein durch die Interaktion mit dem abgespalteten SP im ER zurückgehalten wird und 
das SP somit vor dem Abbau schützt (Poruchynsky und Atkinson, 1988; Stirzaker und Both, 
1989). Aufgrund der universellen Struktur von SP können diese zwischen verschiedenen 
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Proteinen oder sogar Organismen ohne Verlust der Translokationsfunktion ausgetauscht 
werden (Izard und Kendall, 1994). Env-Proteine ohne SP bleiben jedoch im Zytoplasma 
zurück und werden abgebaut (Wills et al., 1984).  
Die wachsende Polypeptidkette wird kotranslational durch die Membran in das Lumen des 
rERs transloziert. Die Translation der Env-Vorläuferproteine in das ER wird durch eine  
C-terminal lokalisierte hydrophobe Sequenz, die letztlich in die Membran eingebettet wird 
und das Protein in der Membran verankert, angehalten. Die retroviralen membranspannenden 
Domänen (MSDs), deren Länge von 27 AS bei RSV bis 41 AS bei HIV variieren, haben 
einen hohen Anteil an stark hydrophoben AS und sind im Allgemeinen von geladenen AS 
flankiert. Progressive Verkürzungen der MSD-Sequenzen führen zum einen zu 
Transportdefekten und zum anderen zur Sekretion der membranverankerten Proteine  
(Doyle et al., 1986; Stirzaker und Both, 1989).  
Retroviren besitzen im Env-Protein eine zusätzliche hydrophobe Sequenz in der TM-
Untereinheit der extrazellulären Domänen, die eine Fusionsaktivität besitzt. Diese retroviralen 
Fusionssequenzen, auch Fusionspeptide genannt, sind meistens 26 bis 32 AS lang und müssen 
im Gegensatz zu den MSD-Sequenzen durch die Membran des ERs transloziert werden. 
Deshalb enthalten sie nur wenige und maximal drei aufeinander folgende hydrophobe AS. 
1.3.1.2 Posttranslationale Modifikationen 
Bereits während der Translation finden an den wachsenden Env-Vorläuferproteinen 
Modifikationen statt. Diese werden nach Abschluss der Proteinsynthese im ER und beim 
Transport über den sekretorischen Weg zur Plasmamembran fortgesetzt. Auf diesem Weg der 
Reifung durchlaufen sie verschiedene Zellorganellen, in denen die wesentlichen 
Modifikationsreaktionen, wie die Anheftung und Modifikation von Kohlenhydraten, Bildung 
von Disulfidbindungen, Herstellung der korrekten Proteinfaltung, spezifische proteolytische 
Spaltungen und Zusammenbau von Protein-Untereinheiten, erfolgen.  
1.3.1.2.1 N-Glykosylierung 
Viele Sekret- und Membranproteine tragen kovalent gebundene N- und O-glykosidisch 
gebundene Oligosaccharide. Dabei sind O-glykosidisch gebundene Oligosaccharide, die an 
Serin oder Threonin gebunden vorliegen, meist sehr kurz und enthalten häufig nur bis zu vier 
Monosaccharide. Die N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharide bestehen dagegen aus drei 
Glukose-, neun Mannose- und zwei N-Acetylglukosamin-Molekülen und werden durch eine
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Oligosaccharidtransferase en bloc von einem Dolicholphosphatträger auf die wachsenden 
Polypeptide transferiert (Abeijon und Hirschberg, 1990; Hirschberg und Snider, 1987). Die 
kovalente Anheftung der Zuckerketten, die bereits kotranslational im ER beginnt und 
während des Transports durch den Golgiapparat schrittweise fortgeführt wird, erfolgt an 
Asparagin im AS-Motiv Asn-X-Ser/Thr Motiv, wobei das X für jede beliebige AS außer 
Prolin steht.  
Aufgrund der großen Variabilität innerhalb der retroviralen Env-Sequenzen variieren die 
Anzahl und Position der N-Glykosylierungsstellen, wobei die SU-Untereinheiten der Env-
Proteine am stärksten N-glykosyliert sind. Das Env-Protein von HIV-1 besitzt beispielsweise 
30 N-Glykosylierungen, davon 20 bis 26 N-Glykosylierungen in der gp120 SU-Untereinheit. 
Im Gegensatz dazu weist das MuLV Env-Protein nur 7 bis 10 N-Glykosylierungen auf, die 
trotz einer potenziellen N-Glykosylierungsstelle N-terminal der MSD in der TM-Untereinheit 
alle in der gp70 SU-Untereinheit lokalisiert sind. Die Modifizierung der N-glykosidisch 
gebundenen Oligosaccharide beginnt unmittelbar nach deren Anheftung. Dabei werden die 
drei Glukose-Moleküle und ein Mannose-Molekül von jedem Oligosaccharid durch die drei 
zellulären Enzyme Glukosidase I, II und ER Mannosidase schrittweise entfernt.  
Die Anfangsschritte bei der Bildung des Oligosaccharid-Dolicholphosphatträgers können 
durch Substanzen wie dem Antibiotikum Tunicamycin gehemmt werden. Dies führt zur 
Synthese von Env-Proteinen ohne N-glykosidisch gebundene Oligosaccharide, die aufgrund 
von Missfaltungen nicht transportiert und somit im ER zurückgehalten werden (Pal et al., 
1989; Pinter et al., 1984; Wills et al., 1984). Somit spielt die Anheftung von N-glykosidisch 
gebundenen Oligosacchariden eine wichtige Rolle bei der korrekten Faltung der Env-
Proteine. Die angehefteten Oligosaccharide stellen in gewisser Weise ein Kontrollsystem 
während der Reifung und Faltung der Env-Vorläuferproteine dar und sind für die korrekte 
Biosynthese, den Transport, den Einbau in das Viruspartikel und für die Infektiosität 
essenziell (Polonoff et al., 1982; Schultz und Oroszlan, 1979). Es scheint jedoch, dass nicht 
alle angehefteten Oligosaccharide für diese Funktionen eine Bedeutung haben. So besitzt z.B. 
das Env-Vorläuferprotein von MuLV nur eine N-Glykosylierung in der SU-Untereinheit, die 
eine Bedeutung für den intrazellulären Transport und die Spaltung hat (Felkner und Roth, 
1992; Kayman et al., 1991). Im Gegensatz dazu sind die einzelnen 24 N-Glykosylierungen im 
Env-Protein von HIV-1 für den Transport und die Spaltung nicht essenziell (Dedera et al., 
1992; Lee et al., 1992). Allerdings scheint es, dass einige N-Glykosylierungen vor allem in 
Regionen mit mehrfachen N-Glykosylierungsstellen für die Reifung absolut notwendig sind.  
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Nach der Synthese werden die Env-Proteine in kleine Transportvesikel verpackt, in denen sie 
zum Golgiapparat transportiert werden. Dort finden die endgültigen Modifikationen der  
N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharide statt und es entstehen auf drei verschiedenen 
Reifungswegen komplexe, Mannose-reiche und Hybrid-Oligosaccharide. Dabei katalysieren 
verschiedene Enzyme in den Vesikeln des cis-, mittleren und trans-Golgiapparates die 
schrittweise Anheftung und Entfernung spezifischer Monosaccharide, während sich die 
Proteine auf dem Weg zur Zelloberfläche befinden. Jedoch gelangen nur korrekt gefaltete 
Env-Proteine in die Vesikel. Unvollständig gefaltete Proteine werden dagegen im ER 
angereichert oder abgebaut. 
1.3.1.2.2 Faltung und Oligomerisierung 
Wie bei der N-Glykosylierung ereignet sich die Bildung von Disulfidbrücken, wenn das 
Protein in das ER Lumen gelangt. Diese Brücken stabilisieren sowohl gefaltete 
Proteinintermediate als auch die native Struktur der Proteine. Retrovirale Env-Proteine 
besitzen eine Vielzahl von Cysteinen, die im Allgemeinen innerhalb einer Virus-Spezies hoch 
konserviert und damit bedeutend für die dreidimensionale Struktur der Proteine sind. Die 
gp120 Varianten des HIV-1 Env-Proteins enthalten beispielsweise 18 hoch konservierte 
Cysteine. Sechzehn Cysteine sind in der SU-Untereinheit von MuLV hoch konserviert. Im 
ekotropen MuLV wurden vier zusätzliche Cysteine in der N-terminalen variablen Region 
gefunden, die jedoch für sich interne Disulfidbrücken bilden. Die konservierten Cysteine in 
den SU-Untereinheiten gp120 von HIV und gp70 von MuLV bilden interne Disulfidbrücken 
in der N- oder C-terminalen Domäne. Daraus resultiert, dass die N- und C-terminalen 
Domänen der SU-Untereinheiten Struktur-unabhängige Domänen bilden (Leonard et al., 
1990; Pinter und Honnen, 1983; Pinter und Honnen, 1984).  
Aufgrund der stark variierenden Anzahl und Position der Cysteine in den verschiedenen Env-
Proteinen unterscheidet sich das Muster der Disulfidbindungen stark. In einigen Fällen wie 
z.B. beim Env-Protein von HIV werden die Cysteinbrücken für gewöhnlich nur innerhalb der 
einzelnen Untereinheiten (Bradac und Hunter, 1986; Owens und Compans, 1989) und nie 
zwischen der SU- und TM-Untereinheit gebildet (Brody und Hunter, 1992; Brody et al., 
1994; Helseth et al., 1991; Ivey-Hoyle et al., 1991). Im Gegensatz dazu sind die SU- und die 
TM-Untereinheit des Env-Proteins von ASLV immer (Leamnson und Halpern, 1976) und von 
MuLV gelegentlich (Leamnson et al., 1977; Pinter et al., 1997; Witte et al., 1977) durch 
Disulfidbrücken kovalent miteinander verbunden.  
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Mutationen der einzelnen Cysteine in einem Membranprotein führen für gewöhnlich zu einem 
Transportdefekt (Doms et al., 1993). Bei HIV-1 beispielsweise resultierten die meisten 
Substitutionen von Cysteinen in der SU-Untereinheit zur Akkumulation des Env-
Vorläuferproteins gp160. Einige Mutanten zeigten jedoch die Spaltung in die Untereinheiten 
gp120 und gp41 sowie eine Zelloberflächenexpression (Tschachler et al., 1990). Dagegen 
führte die Mutation eines oder beider Cysteine im gp41 zur Unterbrechung des Transports 
und zur Inhibierung der Spaltung der Env-Vorläuferproteine (Dedera et al., 1992; Syu et al., 
1991). 
Das ER Lumen besitzt zwei Charakteristika, die eine korrekte Faltung erschweren. Zum einen 
ist es ein sehr aktives Kompartiment, in das ständig Proteine importiert und exportiert werden. 
Deshalb weist das ER immer eine hohe Konzentration an unvollständig gefalteten Proteinen 
jeder Art in enger räumlicher Nähe auf, die die Wahrscheinlichkeit der Bildung von 
unerwünschten Aggregaten erhöht. Ein weiteres Problem ist, dass im ER Lumen im 
Gegensatz zum Zytosol keine reduzierenden Bedingungen herrschen. Deshalb kann potenziell 
jedes von der Translationsmaschinerie freigegebene Cystein eine Disulfidbrücke mit 
irgendeinem anderen exponierten Cystein bilden, egal ob es entweder innerhalb des gleichen 
Polypeptides oder innerhalb eines nicht verwandten Moleküls lokalisiert ist.  
Da jedoch Struktur und Aktivität der Env-Proteine im Wesentlichen von der korrekten 
Faltung der Proteine abhängig ist, enthält das ER ein Enzym, die Proteindisulfidisomerase 
(PDI), die die Umordnung von unerwünschten Disulfidverbindungen katalysiert und die 
Bildung der thermodynamisch vorteilhaftesten Proteinkonformation ermöglicht.  
Die Konformation der Env-Proteine unterliegt weiteren Qualitätskontrollen. Dafür besitzen 
die Zellen eine Vielzahl von Chaperonen, wie z.B. BiP („binding protein“; Haas, 1994), 
Calnexin und Calretikulin (Bergeron et al., 1994; Williams, 1995), die mit den Env-Proteinen 
interagieren (Earl et al., 1991; Li et al., 1996; Otteken et al., 1996). Diese ER-residenten 
Proteine verhindern unerwünschte hydrophobe Interaktionen, unterstützen die Faltung und 
Oligomerisierung und spielen eine wichtige Rolle bei der Reifung der Proteine im ER.  
Die Oligomerisierung im ER ist ein sehr langsamer Prozess und scheint der limitierende 
Schritt für den Transport der Env-Proteine zur Zelloberfläche zu sein (Einfeld und Hunter, 
1988). Dabei formen die luminalen Domänen der Env-Proteine, die SU- und die TM-
Untereinheiten, im Fall von ASLV und HIV-1 trimere Komplexe (Blacklow et al., 1995; 
Chan et al., 1997; Lu et al., 1995; Pinter et al., 1978). Die beim Zusammenbau der Oligomere 
beteiligten Regionen im Env-Protein sind innerhalb der TM-Untereinheit lokalisiert  
(Doms et al., 1990; Earl et al., 1990; Einfeld und Hunter, 1994; Thomas et al., 1991). Jedoch 
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sind weder die zytoplasmatische noch die membranspannende Domäne für den Zusammenbau 
der Env-Proteine von ASLV und MuLV essenziell (Earl und Moss, 1993; Hallenberger et al., 
1993).  
1.3.1.2.3 Spaltung 
Auch nach Einnahme ihrer korrekten Faltung in eine oligomere Konformation, besitzen die 
retroviralen Env-Proteine noch keine Fusionsaktivität. Erst nachdem im Env-Protein die SU- 
und die TM-Untereinheit durch proteolytische Spaltung voneinander getrennt wurden, wird 
das hydrophobe Fusionspeptid im N-terminalen Bereich der TM-Untereinheit exponiert und 
das Env-Protein erreicht seinen fusionsfähigen Zustand (Bosch et al., 1989; Dong et al., 1992; 
Freed et al., 1989; Gallaher, 1987; Perez und Hunter, 1987). Die Spaltung erfolgt im 
Golgiapparat (Bedgood und Stallcup, 1992; Stein und Engleman, 1990; Wills et al., 1984) 
nach der optimalen Furin-Konsensussequenz R-X-K/R-R (Thomas, 2002) durch zelluläre 
Furin oder Furin-ähnliche Proteasen (Anderson et al., 1993; Decroly et al., 1994; Gu et al., 
1995; Hallenberger et al., 1993; Morikawa et al., 1993; Ohnishi et al., 1994). 
1.3.2 Das PFV Hüllglykoprotein 
1.3.2.1 Formen des PFV Hüllglykoproteins 
In Lysaten von PFV infizierten Zellen konnten mit Hilfe von spezifischen PFV Env-Antiseren 
interessanterweise zwei voneinander unterschiedliche Env-Vorläuferproteine mit 
Molekulargewichten von ungefähr 170 kDa (gp170Env-Bet) und 130 kDa (gp130Env) im 
Verhältnis 1:3 nachgewiesen werden (Giron et al., 1998; Giron et al., 1993; Lindemann und 
Rethwilm, 1998; Netzer et al., 1990).  
Analysen zeigten, dass das gp170Env-Bet Protein von einer alternativ gespleißten 
subgenomischen RNA als ein Fusionsprotein synthetisiert wird und aus den extrazellulären 
Domänen des gp130Env und dem gesamten Bet-Protein besteht (Abb. 1-4; Giron et al., 1998; 
Lindemann und Rethwilm, 1998). Dadurch fehlen dem gp170Env-Bet Protein die MSD und die 
zytoplasmatische Domäne der TM-Untereinheit. Es wird weiterhin wie das Bet-Protein 
sekretiert, jedoch nicht von anderen Zellen aufgenommen (Giron et al., 1998). Die genaue 
Funktion dieses Fusionsproteins, das in PFV-Partikeln nicht nachgewiesen werden kann und 
für die Morphogenese infektiöser Partikel entbehrlich ist, ist bisher nicht bekannt. Da es sich 
auch nicht direkt auf das Replikationsverhalten in vitro auswirkt, wird eine Funktion des Env-
Bet-Proteins in vivo vermutet (Lindemann und Goepfert, 2003). 
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Im Gegensatz dazu unterscheidet sich das Partikel-assoziierte PFV Env-Vorläuferprotein 
gp130Env in vielen Eigenschaften von Hüllproteinen anderer Retroviren. Die 
hervorstechendsten Charakteristika sind die Unentbehrlichkeit des PFV Env-Proteins für die 
Freisetzung von foamyviralen Partikeln aus der Wirtszelle (Pietschmann et al., 1999), ein ER-
Retrieval-Signal, das das PFV Env-Protein im ER zurückhält (Goepfert et al., 1999; Goepfert 
et al., 1997; Goepfert et al., 1995) und die Bedeutung des PFV Env Leader-Peptides für die 
Morphogenese der FV (Lindemann et al., 2001). 
1.3.2.2 Das gp130Env Protein 
Das gp130Env Vorläuferprotein durchläuft eine für ein retrovirales Env-Protein ungewöhnliche 
Biosynthese. Es wird von einer einfach gespleißten subgenomischen RNA (Abb. 1-4) am rER 
als Vorläuferprotein synthetisiert und zählt mit 988 AS zu den längsten retroviralen Env-
Proteinen (Abb. 1-6A; Rethwilm, 1995). Das PFV Env-Vorläuferprotein enthält wie die 
meisten retroviralen Env-Proteine drei Domänen: das Leader-Peptid (gp18LP), die SU- 
Untereinheit (gp80SU) und die TM-Untereinheit (gp48TM; Abb. 1-6A) und nimmt zu Beginn 
eine Typ-III-Membrantopologie ein, bei der der N- und der C-Terminus in das Zytoplasma 
reichen (Abb. 1-6B; Geiselhart et al., 2003; Lindemann et al., 2001). 
Interessanterweise wird das PFV Env LP nicht wie bei Retroviren üblich nach der Translation 
an den vorhergesagten SPK-Schnittstellen nach AS 86 (Abb. 1-6C; Flügel et al., 1987;  
Wang und Mulligan, 1999) bzw. nach AS 148 (Lindemann et al., 2001) durch den SPK 
geschnitten. Untersuchungen zeigten, dass erst während des intrazellulären Transports das 
PFV Env LP durch zelluläre Furin oder Furin-ähnliche Proteasen nach AS 126 abgespalten 
wird (Abb. 1-6C; Duda et al., 2004; Goepfert et al., 1997; Lindemann et al., 1997). Das 
daraus resultierende Spaltprodukt gp18LP kann sowohl im Zelllysat infizierter Zellen als auch 
in infektiösen Partikeln nachgewiesen werden. Somit werden im Gegensatz zu anderen 
Retroviren alle drei PFV Env-Untereinheiten in das PFV-Partikel verpackt (Lindemann et al., 
2001; Wilk et al., 2001). Nach der Spaltung besitzt das LP eine Typ-II-Membrantopologie, 
mit dem N-Terminus im Zytoplasma und dem C-Terminus im Lumen und die TM-
Untereinheit nimmt eine Typ-I-Membrantopologie ein, bei der der N-Terminus im Lumen, 
und der C-Terminus im Zytoplasma lokalisiert sind. Die interne SU-Untereinheit assoziiert 
vermutlich im Lumen mit der extrazellulären Domäne der TM-Untereinheit. Die Spaltung des 
PFV Env-Vorläuferproteins ist stark reduziert, wenn die Koexpression der anderen PFV 
Proteine fehlt.  
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Durch elektronenmikroskopische Analysen konnte gezeigt werden, dass die gp130Env 
Proteinuntereinheiten hervorstehende Spikes in knospenden und sekretierten PFV-Partikeln 
bilden. Diese Spikes liegen ähnlich wie bei MuLV und HIV (Chan et al., 1997; Fass et al., 
1997; Fass et al., 1996; Lu et al., 1995) in trimeren Komplexen, die aus je drei Kopien der 
drei einzelnen PFV Env-Proteinuntereinheiten aufgebaut sind, in der Membran vor  
(Wilk et al., 2001).  
Abb. 1-6: Schematische Darstellung des gp130Env Vorläuferproteins.  
(A) Die drei Untereinheiten (LP, SU und TM) des PFV gp130Env Vorläuferproteins sind als Rechtecke 
dargestellt und farblich voneinander abgegrenzt. (B) Das Vorläuferprotein besitzt im Lumen eine Typ-III-
Membrantopologie, mit dem N- und dem C-Terminus im Zytoplasma. (C) Das Spaltprodukt gp18LP mit den drei 
Subdomänen (n-, h-, c-Region) ist durch Rechtecke dargestellt. Die AS-Sequenz ausgehend vom ersten 
Translationsstartkodon ist darüber angegeben. Die vorhergesagte SPK-Schnittstelle nach AS 86 ist durch einen 
Stern gekennzeichnet. Das AS-Sequenzmotiv W-X-X-W, das für die Interaktion mit dem Gag-Protein notwendig 
ist, ist blau hervorgehoben. Die Lysine (K), an denen die Ubiquitinierung stattfindet, sind rot und die 
potenziellen N-Glykosylierungsstellen mit einer Linie über dem N-Glykosylierungsmotiv N-X-S/T 
gekennzeichnet. Die LP/SU-Spaltstelle an der minimalen Furin-Konsensussequenz R-X-X-R, die rot eingerahmt 
ist, ist mit einem Pfeil angezeigt. Unter den Subdomänen des LP ist ein Hydrophilizitäts-Plot des LP dargestellt, 
der mit dem DNAstar Protean Paket erstellt wurde. LP: Leader-Peptid; SU: Oberflächen-Untereinheit;  
TM: Transmembran-Untereinheit; h: hydrophobe Region; FP: Fusionspeptid; MSD: membranspannende 
Domäne;  : N-Glykosylierung; N: N-Terminus; C: C-Terminus; n-Region: N-terminale Region; c-Region: C-
terminale Region 
 
Die wichtigsten Funktionen des gp130Env Vorläuferproteins sind zunächst die Andockung der 
Viruspartikel an das Rezeptormolekül auf der Zelloberfläche und anschließend die Fusion der 
Virushülle mit der zellulären Membran. Dabei vermittelt bei den meisten Retroviren die SU-
Untereinheit die Interaktion mit dem Rezeptormolekül. In wie fern dafür die PFV Env SU-
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des Schimpansen FV-Isolat SFVcpz gezeigt werden, dass sie die Zellbindung vermittelt 
(Herchenröder et al., 1999). 
Des Weiteren ist das PFV Env-Protein im Gegensatz zu anderen Retroviren durch besondere 
Strukturmerkmale überwiegend im ER lokalisiert (Goepfert et al., 1997; Goepfert et al., 1995; 
Pietschmann et al., 1999). 
1.3.2.2.1 Funktionelle Domänen und Motive 
Ein besonderes Strukturmerkmal ist ein Dilysin-Motiv im C-Terminus der zytoplasmatischen 
TM-Untereinheit, das PFV vermehrt in das ER der Zelle knospen lässt (Goepfert et al., 1997; 
Goepfert et al., 1995). Das als ER-Retrieval-Signal bezeichnete Motiv beeinflusst die 
intrazelluläre Verteilung des gp130Env Vorläuferproteins deutlich, da Env-Proteine ohne ER-
Retrieval-Signal größtenteils, ähnlich wie andere Retroviren, an der Plasmamembran der 
Zelle knospen (Goepfert et al., 1999; Pietschmann et al., 1999). Dies bewirkt jedoch keine 
erhöhte Partikelfreisetzung. Darüber hinaus sind das ER-Retrieval-Signal und die komplette 
zytoplasmatische Domäne der TM-Untereinheit für die virale Infektion in vitro entbehrlich. 
Im Gegensatz zu PFV besitzt das „Equine Foamy Virus“ (EFV) kein funktionelles ER-
Retrieval-Signal. Als Konsequenz werden die viralen Partikel, wie für Retroviren üblich, 
überwiegend an der Plasmamembran freigesetzt (Lecellier et al., 2002; Tobaly-Tapiero et al., 
2000). 
Des Weiteren beeinflussen mindestens noch zwei weitere zusätzliche Regionen im PFV Env-
Protein die Zelloberflächenexpression. Die erste Region ist die hydrophobe 32 AS lange MSD 
am C-Terminus der TM-Untereinheit des PFV Env-Proteins. Dabei spielen die ersten 15 AS, 
speziell ein in allen FV-Isolaten konserviertes Lysin in der Mitte der mutmaßlichen Domäne, 
für die Verankerung der Env-Proteine in die Membran eine Rolle (Pietschmann et al., 2000). 
Die zweite für die intrazelluläre Rückhaltung der PFV Env-Proteine verantwortliche Domäne 
ist die zytoplasmatische n-Region des LP (Abb. 1-6C). N-terminale Verkürzungen des LP 
führten zu einem dramatischen Anstieg der Oberflächenexpression der Env-Proteine 
(Lindemann et al., 2001). Im Gegensatz zum ER-Retrieval-Signal sind die MSD und das LP 
für die Freisetzung von infektiösen Partikeln essenziell (Goepfert et al., 1999;  
Lindemann et al., 2001; Pietschmann et al., 1999).  
Das als LP bezeichnete SP weist weitere strukturelle Besonderheiten auf. Es besteht zwar wie 
alle retroviralen SP aus den drei Subdomänen, ist jedoch mit 126 AS ungewöhnlich lang 
(Abb. 1-6A, C; Duda et al., 2004) und spielt eine bedeutende Rolle beim 
Partikelzusammenbau. Eine Interaktion und somit die Koexpression des Env-Proteins ist für 
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die Freisetzung von Partikeln essenziell, da sonst die nackten Kapside im Zytoplasma 
akkumulieren und nicht freigesetzt werden (Pietschmann et al., 1999). Diese während der 
Partikelmorphogenese stattfindende Interaktion wird durch das LP des Env-Proteins 
vermittelt und das dafür essenzielle konservierte AS-Sequenzmotiv W-X-X-W ist innerhalb 
der ersten 15 N-terminalen AS im gp18LP lokalisiert (Lindemann und Goepfert, 2003; 
Lindemann et al., 2001; Wilk et al., 2001). Diese Funktion des PFV Env LP für die PFV-
Partikelfreisetzung ist nicht durch andere virale Env-Proteine ersetzbar, sodass dem PFV Env 
LP durch die strukturellen Informationen eine besondere Bedeutung bei der 
Partikelfreisetzung zukommt.  
Im Gegensatz dazu führt die alleinige Expression des Env-Proteins ähnlich wie bei 
Hepadnaviren zur Bildung von Env-haltigen Lipidhüllen, so genannten subviralen Partikeln, 
die sich in ihrer Dichte nur geringfügig von PFV-Partikeln unterscheiden (Shaw et al., 2003).  
1.3.2.2.2 Posttranslationale Modifikationen 
Während der Biosynthese und des intrazellulären Transports werden die Env-Proteine nicht 
nur posttranslational in die funktionellen Untereinheiten gespalten, sondern auch durch 
verschiedene posttranslationale Reaktionen modifiziert. Eine dieser Modifikationsreaktionen 
ist die Ubiquitinierung der fünf im PFV Env LP lokalisierten Lysine (Abb. 1-6C), die bei PFV 
das Gleichgewicht zwischen der viralen und subviralen Partikelfreisetzung reguliert  
(Stanke et al., 2005). Die daraus resultierenden höher molekularen Proteine können im 
Viruspartikel als gp28LP und gp38LP nachgewiesen werden. 
Des Weiteren werden an 15 potenziellen N-Glykosylierungsmotiven im PFV Env-Protein und 
im Besonderen in der SU-Untereinheit während des Transports zur Zelloberfläche 14 
Oligosaccharide N-glykosidisch gebunden (Lüftenegger et al., 2005). Die meisten der  
N-Glykosylierungen sind im Einzelnen entbehrlich. Die für die intrazelluläre Spaltung, 
Partikelfreisetzung und Infektiosität essenziellen N-Glykosylierungen, die sowohl in der SU-
Untereinheit (N8) als auch in der TM-Untereinheit (N13, N15) lokalisiert sind, findet man 
evolutionär konserviert in verschiedenen FV-Spezies.  
Die für die Struktur essenziellen Cysteine sind ähnlich zu anderen Retroviren in 
verschiedenen FV-Spezies hoch konserviert (Wang und Mulligan, 1999). Jedoch besitzen FV 
im Gegensatz zu Env-Proteinen von HIV-1 und MuLV sowohl in der SU-Untereinheit als 
auch in der TM-Untereinheit eine ungerade Anzahl an Cysteinen, was auf eine kovalente 
Interaktion zwischen der SU- und der TM-Untereinheit hinweisen könnte. Genauere 
Aussagen darüber sind jedoch aufgrund des unbekannten Paarungsmusters der Cysteine im 
PFV Env-Protein bisher nicht möglich. 
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2 Ziele der Arbeit 
Virale Env-Proteine initiieren den Eintritt membranumhüllter Viren in die Wirtszelle durch 
Bindung des zellulären Rezeptors, das zum Verschmelzen der Virusmembran mit der 
Zellmembran und zur Aufnahme des Kapsids in das Zytoplasma der Wirtszelle führt. Das 
PFV Env-Protein unterscheidet sich in vielen Eigenschaften zu anderen retroviralen Env-
Proteinen. Das hervorstechendste Charakteristikum ist die Unentbehrlichkeit des PFV Env-
Proteins für die Freisetzung von foamyviralen Partikeln aus der Wirtszelle. Das PFV Env-
Vorläuferprotein, das eine ungewöhnliche Biosynthese durchläuft, nimmt zu Beginn eine 
Typ-III-Membrantopologie, mit dem N- und dem C-Terminus im Zytoplasma ein und wird 
während des Transports zur Zelloberfläche posttranslational durch bisher unbekannte zelluläre 
Proteasen in das LP, die SU- und die TM-Untereinheit gespalten. Da die genaue LP/SU-
Spaltstelle im PFV Env-Protein bisher nicht bekannt ist, sollte im Rahmen dieser Arbeit die 
genaue Position der LP/SU-Spaltstelle durch N-terminale Sequenzierung identifiziert und die 
durch Mutationsanalysen vorhergesagte SU/TM Spaltstelle bestätigt. Weiterhin sollte die 
Funktion der LP/SU-Spaltstelle für die FV-Replikation analysiert werden. 
Über die strukturellen und funktionellen Eigenschaften der extrazellulären Domänen des PFV 
Env-Proteins ist bisher nur wenig bekannt. Deshalb wurde die Charakterisierung der PFV 
Env-Rezeptorbindungsdomäne in den Vordergrund dieser Arbeit gestellt. Es sollten 
essenzielle und nicht essenzielle Domänen, sowie die Bedeutung der achten potenziellen  
N-Glykosylierung und einzelner Cysteine im PFV Env-Protein für die Bindung an Zielzellen 
bestimmt werden. Hierfür sollten rekombinante Immunoadhäsionsproteine bestehend aus den 
extrazellulären Domänen des PFV Env-Proteins, mit N- und C-terminalen Verkürzungen, 
internen Deletionen sowie Punktmutationen, fusioniert an die konstanten Domänen des Maus 
IgG2a, hergestellt werden und in einem durchflusszytometrischen, Zell-basierten Assay 
hinsichtlich ihrer Bindungskapazität untersucht werden.  
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3 Materialien und Methoden 
3.1 Materialien 
3.1.1 Chemikalien 
An dieser Stelle wird darauf verzichtet, alle in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien einzeln 
aufzulisten. Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien von folgenden Firmen 
bezogen: Merck (Darmstadt, D), Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D), Serva (Heidelberg, D), 
Roth (Karlsruhe, D) und Applichem (Darmstadt, D). Vereinzelt wurde besonders Wert darauf 
gelegt, das Produkt einer bestimmten Firma zu verwenden. In solchen Fällen sind im Text 
jeweils Katalognummer und Hersteller vermerkt. Die Zusammensetzung von Lösungen ist 
unter dem jeweiligen Versuchsprotokoll angegeben. 
3.1.2 Enzyme und Reaktionspuffer 
In dieser Arbeit wurden ausschließlich Restriktionsenzyme sowie die dazugehörigen Puffer 
der Firmen MBI-Fermentas (St. Leon-Rot, D) und NEB (Frankfurt a. M., D) verwendet. 
Weitere verwendete Enzyme sind in Tab. 3-1 aufgeführt. 
Tab. 3-1: Enzyme und Reaktionspuffer 
Enzym und Reaktionspuffer Hersteller 
Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) MBI-Fermentas (St. Leon-Rot, D) 
Klenow-Fragment MBI-Fermentas (St. Leon-Rot, D) 
PNGaseF NEB (Frankfurt a. M., D) 
Pwo-DNA-Polymerase Peqlab (Erlangen, D) 
RNaseA Roth (Karlsruhe, D) 
T4-DNA-Ligase MBI-Fermentas (St. Leon-Rot, D) 
Taq-DNA-Polymerase Peqlab (Erlangen, D) 
 
3.1.3 Kits 
In Tab. 3-2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Kits aufgeführt. 
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Tab. 3-2: Verwendete Kits, deren Verwendungszweck und Hersteller 
Kit Verwendungszweck Hersteller 
   ABI Prism Big Dye Kit Sequenzier-PCR PE Applied Biosystems  
(Foster City, CA, USA) 
Protein A Midi Antibody 
Purification Kit 
Proteinaufreinigung Pro-Chem (Littleton, MA, 
USA) 
Protein A Mini Antibody 
Purification Kit 
Proteinaufreinigung Pro-Chem (Littleton, MA, 
USA) 
ECL Plus Westernblot 
Detection Kit 
Immunoblot Entwicklung Amersham Biosciences 
(Freiburg, D) 
Geneclean III Kit PCR-Aufreinigung QBiogene (Heidelberg, D) 
MultiScreen 96-Well 
Filtration Plate Dye 
Terminator Removal Kit 
Sequenzierproben-
aufreinigung 
Millipore (Schwalbach, D) 
Nucleo Spin Extract Kit Gelextraktion Macherey-Nagel (Düren, D) 
TOPO TA Cloning Kit Klonierung von PCR-
Fragmenten 




Die in dieser Arbeit verwendeten Molekulargewichtsstandards sind in Tab. 3-3 aufgelistet. 
Tab. 3-3: Verwendete Molekulargewichtsstandards 
Molekulargewichtsstandard Hersteller 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder MBI-Fermentas (Erlangen, D) 
GeneRuler 100 bp DNA Ladder MBI-Fermentas (Erlangen, D) 
3.1.4.2 Oligonukleotide 
Die verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG-Biotech AG, (Ebersberg, D) 
und biomers.net (Ulm, D) synthetisiert und auf eine Konzentration von 100 pmol eingestellt 
(Tab. 3-4) 
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Tab. 3-4: Verwendete Oligonukleotide für Klonierung und Sequenzierung 
Die Bindungsbereiche der Primer im PFV Env-Protein sind unterstrichen und durch AS-Angaben aufgezeigt. 
Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme sind fett hervorgehoben. Komplementäre Sequenzen zum PFV 
Env-Protein, die während der PCR nicht an die Matrize binden, sind in der Primersequenz kursiv, veränderte 
Nukleotide sind fett und kursiv dargestellt. 
 
Oligobe-
zeichnung Sequenz (5’ - 3’) Bemerkung 
   501 CAAAGTAGACGGCATCGCAGCTTG Sequenzier/PCR-Primer für SFG 




Sequenzierprimer AS 180-194, rückwärts 
811 AGACCTGCACAGTGGACAACAA Sequenzierprimer AS 283-290, vorwärts 
2078 CTACCCGGGTCCATGGAGGTAAATA
TGACTAGTATTCCAC 
Primer zur Herstellung N- und C-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstrukten, AS 
139-146, 5’ SmaI, NcoI, vorwärts  
2079 ATCGGATCCTTGAGAAAGACCTAGG
ACCCTCT 
Primer zur Herstellung eines C-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆169), AS 162-169, 5’ BamHI, rückwärts 
2080 ATCGGATCCGTAACCTGGTAATGGG
CATTGAT 




Primer zur Herstellung eines C-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆C341), AS 334-341, 5’ BamHI, rückwärts 
2083 ATCGGATCCTTCAGGTTTACTGCAGA
TATCTAA 
Primer zur Herstellung eines C-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆C385), AS 378-385, 5’ BamHI, rückwärts 
2084 ATCGGATCCTCTCCAGAATCTACAAG
CATATGGA 
Primer zur Herstellung eines C-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆C439), AS 432-439, 5’ BamHI, rückwärts 
2085 ATCGGATCCGGAAGGAAAATTCTTTT
GGTATGC 
Primer zur Herstellung eines C-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆C483), AS 476-483, 5’ BamHI, rückwärts 
2098 ATCCCCGGGGTAAATGAAATGCCTA
ATGCAAGA 
Primer zur Herstellung eines N-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆N533), AS 533-540, 5’ Cfr9I, vorwärts 
2099 ATCCCCGGGCCTATCTGTATAGAAC
AACAGAAA 








Primer zur Herstellung eines N-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆N386), AS 386-394, 5’ Cfr9I, vorwärts 
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Fortsetzung Tab. 3-4: Verwendete Oligonukleotide für Klonierung und Sequenzierung 
Oligobe-





Primer zur Herstellung eines N-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆N342), AS 342-350, 5’ Cfr9I, vorwärts 
2103 ATCCCCGGGTTTTATATTCCTAGCAG
CCTGAGAC 
Primer zur Herstellung eines N-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆N301), AS 301-309, 5’ Cfr9I, vorwärts 
2104 ATCCCCGGGCATGCTGGATTAACCT
ATAATAGA 
Primer zur Herstellung eines N-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆N262), AS 262-269, 5’ Cfr9I, vorwärts 
2105 ATCCCCGGGATTCTGATGATTAATTC
AGAAAACATTGC 
Primer zur Herstellung von PFV Env SU 
Konstrukten mit einer N-terminal 
Verkürzung (∆N170) oder mit inaktivierten 




Primer zur Herstellung von PFV Env SU 




Primer zur Herstellung eines N-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆N225), AS 225-230, 5’ Cfr9I, vorwärts 
2137 GCTATCAACCCGGGGCAAATTGTTA
TTTAG 
Primer zur Herstellung eines N-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆N233), AS 233-237, 5’ Cfr9I, vorwärts 
2150 ATCGGATCCAGAAGCTATTTTGCATT
CTTGATA 
Primer zur Herstellung eines C-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆C510), AS 503-510, 5’ BamHI, rückwärts 
2162 ATCGGATCCTAAAACTGTATCAATTC
CATATGC 
Primer zur Herstellung eines C-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆C519), AS 512-519, 5’ BamHI, rückwärts 
2163 ATCGGATCCATCTATTAGGCCTACAA
AAGCTCT 
Primer zur Herstellung eines C-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆C547), AS 540-547, 5’ BamHI, rückwärts 
2172 GAAGGAATAATTTGAAGTCTGCAATA Mutageneseprimer im PFV Env-Protein 
(Y394N) zur Insertion einer neuen N-
Glykosylierung, rückwärts 
2173 TATTGCAGACTTCAAATTATTCCTTC Mutageneseprimer im PFV Env-Protein 




Primer zur Herstellung eines C-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆C555), AS 548-555, 5’ BamHI, rückwärts 
2175 ATCGGATCCATGTTCCCTAGTAACAT
TGGGATA 
Primer zur Herstellung eines C-terminal 
verkürzten PFV Env SU Konstruktes 
(∆561), AS 554-561, 5’ BamHI, rückwärts 
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Fortsetzung Tab. 3-4: Verwendete Oligonukleotide für Klonierung und Sequenzierung 
Oligobe-





Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆262-
300), AS 256-261, rückwärts 
2204 TGCCCATTACCAGGTTACTTTTATATTC
CTAGCAGCCTGAG 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆262-
300), AS 301-308, vorwärts 
2205 GCAGATATCTAACACATTGATTTCAAGC
AGAAACCGCTCGTT 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆342-
373), AS ∆336-341, rückwärts 
2206 AACGAGCGGTTTCTGCTTGAAATCAA
TGTGTTAGATATCTGC 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆342-
373), AS 374-381, vorwärts 
2207 CTGTTGTTCTATACAGATAGGCATATCT
TTAGTAAAATTACAATCTCC 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆411-
483), AS 402-410, rückwärts 
2208 GGAGATTGTAATTTTACTAAAGATATGC
CTATCTGTATAGAACAACAG 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆411-
483), AS 484-490, vorwärts 
2215 GTTTCTTCTTTTTCATTCTTACTCATATC
TTTAGTAAAATTACAATCTCC 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆411-
439), AS 400-410, rückwärts 
2216 GGAGATTGTAATTTTACTAAAGATATGA
GTAAGAATGAAAAAGAAGAAAC 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆411-
439), AS 440-447, vorwärts 
2223 CTGTTGTTCTATACAGATAGGGGAATA
GTATGAAGTATTCAATAG 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆397-
483), AS 389-396, rückwärts 
2224 CTATTGAATACTTCATACTATTCCCCTAT
CTGTATAGAACAACAG 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆397-
483), AS 484-490, vorwärts 
2225 CTGTTGTTCTATACAGATAGGATTACAA
TCTCCTTCCCATAAAG 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆406-
483), AS 398-405, rückwärts 
2226 CTTTATGGGAAGGAGATTGTAATCCTAT
CTGTATAGAACAACAG 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆406-
483), AS 484-490, vorwärts 
2227 ATCTTGATCTCTAATTTTCTGTTGCATAT
CTTTAGTAAAATTACAATCTCC 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆411-
488), AS 402-410, rückwärts 
2228 GGAGATTGTAATTTTACTAAAGATATGC
AACAGAAAATTAGAGATCAAGAT 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆411-
488), AS 489-496, vorwärts 
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Fortsetzung Tab. 3-4: Verwendete Oligonukleotide für Klonierung und Sequenzierung 
Oligobe-





Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆411-
500), AS 402-410, rückwärts 
2230 GGAGATTGTAATTTTACTAAAGATATGTC
TTTGTATCAAGAATGCAAAATAGC 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆411-
500), AS 501-509, vorwärts 
2231 TGTATCAATTCCATATGCTTTAGACATA
TCTTTAGTAAAATTACAATCTCC 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆411-
509), AS 402-410, rückwärts 
2232 GGAGATTGTAATTTTACTAAAGATATGTC
TAAAGCATATGGAATTGATACA 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆411-
509), AS 510-517, vorwärts 
2233 CAGACTTCATACTATAATTTCTCTTTA Mutageneseprimer im PFV Env-Protein 




Mutageneseprimer im PFV Env-Protein 




Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆394-
483), AS 484-490, vorwärts 
2256 CTGTTGTTCTATACAGATAGGTGAAGTA
TTCAATAGTATTACAGA 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆394-
483), AS 386-393, rückwärts 
2257 CTGTTGTTCTATACAGATAGGCAATAGT
ATTACAGATTCAGG 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆391-
483), AS 384-390, rückwärts 
2258 CCTGAATCTGTAATACTATTGCCTATCT
GTATAGAACAACAG 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆391-
483), AS 484-490, vorwärts 
2259 CTGTTGTTCTATACAGATAGGTTTACTG
CAGATATCTAACAC 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆384-
483), AS 377-383, rückwärts 
2260 GTGTTAGATATCTGCAGTAAACCTATCT
GTATAGAACAACAG 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆384-
483), AS 484-490, vorwärts 
2261 CTGTTGTTCTATACAGATAGGTCTAAAC
AGAGCATTTTTACC 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆374-
483), AS 367-373, rückwärts 
2262 GGTAAAAATGCTCTGTTTAGACCTATCT
GTATAGAACAACAG 
Primer zur Herstellung eines PFV Env SU 
Konstruktes mit interner Deletion (∆374-
483), AS 484-490, vorwärts 
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3.1.5 Plasmide 
Die in dieser Arbeit verwendeten oder neu konstruierten Vektoren und Plasmide sind in Tab. 
3-5 aufgeführt.  
Tab. 3-5: Verwendete oder neu konstruierte Vektoren und Plasmide 
Plasmid Charakteristika Referenz 
verwendete Plasmide   
   
pcDNA3.1zeo Expressionsvektor mit SV40 ori, CMV-Promotor, 
MCS, bGH-polyA-Signal, AmpR, ZeoR 
Invitrogen  
(Karlsruhe, D) 
pczCFG5 IEGZ retroviraler MuLV-basierter Vektor für 
konstitutive Genexpression, Polylinker (EcoRI/ 
SwaI/BamHI), EGFP-Zeo-(EGZ) Kassette, unter 
Kontrolle eines EMCV IRES, ZeoR, AmpR 
Dinev et al., 2001 
SFG-sIgG2a retroviraler MuLV-basierter Vektor für 
konstitutive Genexpression von CIgG2a, enthält 
murines Interleukin 2 Sekretionssignal fusioniert 
an die Hinge, CH2, CH3 Domänen des murinen 
IgG2a, isoliert aus Balb/c Maus, AmpR 
Lindemann, 
unveröffentlicht 
pDisplay Expressionsvektor mit SV40 ori, CMV-Promotor, 
T7 Promotor, Ig kappa Leaderpeptid, HA-Tag, 




EM020 IHY EG 
retroviraler MuLV-basierter Vektor für 
konstitutive Genexpression des wt PFV Env-
Proteins mit stillen Mutationen des SD (GT->GG) 
und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 





4EM070 cHis IEGZ 
basierend auf pczCFG5 IEGZ, enthält 
extrazelluläre Domänen des PFV Env-Proteins 
(AS 26-576) mit C-terminalen His-Tag 
Lindemann, 
unveröffentlicht 
SFG HFVenv 936 
CIgG2a IEGZ 
retroviraler MuLV-basierter Vektor für 
konstitutive Genexpression des PFV Env-CIgG2a-
Fusionsproteins, enthält die extrazellulären 
Domänen des PFV Env-Proteins (AS 1-936) 
fusioniert an die Hinge, CH2, CH3 Domänen des 





retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit inaktivierter N-
Glykosylierung 8 (N391Q) und mit intaktem 
internen SD, SA und Bel-1 Transkriptionsstart 
innerhalb des Env-Proteins 




retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit inaktivierter N-
Glykosylierung 12 (N556Q) und mit intaktem 
internen SD, SA und Bel-1 Transkriptionsstart 
innerhalb des Env-Proteins 
Lüftenegger et al., 
2005 
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Fortsetzung Tab. 3-8: Verwendete oder neu konstruierte Vektoren und Plasmide 
Plasmid Charakteristika Referenz 
verwendete Plasmide   
  
 pczHFVenv EM131 
(∆N8.1) 
retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit inaktivierter N-
Glykosylierung 8 (S393V) und mit intaktem 
internen SD, SA und Bel-1 Transkriptionsstart 
innerhalb des Env-Proteins 




retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins (T392V) und mit intaktem 
internen SD, SA und Bel-1 Transkriptionsstart 
innerhalb des Env-Proteins 
Lüftenegger et al., 
2005 
pczVSV-G eukaryotisches Expressionsplasmid für die 
Expression einer ungespleißten RNA des 
Vesikularen Stomatitis Virus Glykoprotein G mit 
einem CMV Promotor, basiert auf 
pcDNA3.1zeo+, (Pietschmann et al., 1999) 
Pietschmann et al., 
1999 
pcziMEA MuLV-A Expressionskassette in pczi (pCDNA 
mit CMV A Intron) Vektor 
Picard-Maureau et 
al., 2003 
pczCFG2fEGN  retroviraler MuLV-basierter Vektor mit 
EGFP/Neo Expressionskassette 
Lindemann et al., 
2001 
pHIT60  MuLV Gag/Pol Expressionsplasmid Soneoka et al., 
1995 
pcziPol CMV Enhancer/Promotor betriebener Ex-
pressionsvektor (PFV Pol-Protein), enthält CMV 
Intron A für die Bildung von gespleißten mRNAs  
unveröffentlicht 
p6iPG-M3 CMV Enhancer/Promotor betriebener 
Expressionsvektor für das PFV Gag-Protein mit 
einem zusätzlichen N-terminalen Myristylierungs-
signal, HA-Tag, Glyzin-Serin-Spacer und einer 
PFV-Protease-Schnittstelle, auf der Basis von 
p6iGag4, in dem die foamyvirale 5’-
Spleißdonorsequenz durch ein CMV Intron A 
ersetzt wurde  
Stanke et al., 2005 
pczDL001 replikationsdefizienter PFV-Vektor, enthält Gag 
Pol und Env EM02 + EM26 ORF mit den Bel-
ORFs, teilweise ersetzt durch eine EGFP-Neo-






pUC19 basierter Vektor, mit EGFP Kassette unter 
Kontrolle des SFFV U3 Promotors, mit 
Polypurintrakt und partiell deletierten 3’-LTR  
Lindemann, 
unveröffentlicht 
pAD08 retroviraler MuLV-basierter Vektor für 
konstitutive Genexpression des PFV Env-CIgG2a-
Fusionsproteins, enthält die extrazellulären 
Domänen des PFV Env-Proteins (AS 1-918), 
fusioniert an die Hinge, CH2, CH3 Domänen des 
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Fortsetzung Tab. 3-8: Verwendete oder neu konstruierte Vektoren und Plasmide 
Plasmid Charakteristika Referenz 
verwendete Plasmide   
  
 pczDWP001 basierend auf pcDNA3.1zeo, enthält 
replikationsdefizientes PFV-Genom ohne env-
Gen, mutiertes env-Startkodon im Bereich der pol-
env-Überlappung, eGFP-Neo-Fusion unter 
Kontrolle eines SFFV U3 Promotor 
Duda et al., 2004 
pczHFVenv EM015 Expressionsvektor basierend auf pczHFVenv 
EM002 mit zusätzlicher BsmBI 
Restriktionsschnittstelle C-terminal des 
Translationsstarts 
Duda et al., 2004 
pczCFG2 EM02 
∆C05 IEGZ 
retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit substituiertem Cystein 5 
(C228S) und stillen Mutationen des SD (GT-
>GG) und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 






retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit substituiertem Cystein 6 
(C235S) und stillen Mutationen des SD (GT-
>GG) und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 






retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env -Proteins mit substituiertem Cystein 7 
(C256S) und stillen Mutationen des SD (GT-
>GG) und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 






retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit substituiertem Cystein 8 
(C318S) und stillen Mutationen des SD (GT-
>GG) und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 






retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit substituiertem Cystein 9 
(C381S) und stillen Mutationen des SD (GT-
>GG) und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 






retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit substituiertem Cystein 10 
(C404S) und stillen Mutationen des SD (GT-
>GG) und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 
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Fortsetzung Tab. 3-8: Verwendete oder neu konstruierte Vektoren und Plasmide 
Plasmid Charakteristika Referenz 
verwendete Plasmide   
  
 pczCFG2 EM02 
∆C11 IEGZ 
retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit substituiertem Cystein 11 
(C418S) und stillen Mutationen des SD (GT-
>GG) und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 






retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit substituiertem Cystein 12 
(C435S) und stillen Mutationen des SD (GT-
>GG) und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 






retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit substituiertem Cystein 13 
(C449S) und stillen Mutationen des SD (GT-
>GG) und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 






retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit substituiertem Cystein 14 
(C457S) und stillen Mutationen des SD (GT-
>GG) und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 






retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit substituiertem Cystein 15 
(C486S) und stillen Mutationen des SD (GT-
>GG) und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 






retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit substituiertem Cystei 16 
(C506S) und stillen Mutationen des SD (GT-
>GG) und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 






retroviraler Vektor für konstitutive Expression des 
PFV Env-Proteins mit substituiertem Cystein 17 
(C565S) und stillen Mutationen des SD (GT-
>GG) und SA (AG->AA) sowie des Bel-1 




pAD01 basierend auf pczCFG5 IEGZ, Insertion des ad01-
Gens in Polylinker (EcoRI/BamHI), enthält 
extrazelluläre Domänen des PFV Env-Proteins 
(AS 1-567) fusioniert an die Hinge, CH2, CH3 
Domänen des murinen IgG2a, isoliert aus Balb/c 
Maus 
Duda et al., 2006 
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Fortsetzung Tab. 3-8: Verwendete oder neu konstruierte Vektoren und Plasmide 
Plasmid Charakteristika Referenz 
neu konstruierte Plasmide  
  
 pAD01 ∆C561 basierend auf pAD01 mit C-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆562-567) 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆C555 basierend auf pAD01 mit C-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆556-567) 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆C547 basierend auf pAD01 mit C-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆548-567) 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆C519 basierend auf pAD01 mit C-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆520-567) 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆C510 basierend auf pAD01 mit C-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆511-567) 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆C483 basierend auf pAD01 mit C-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆484-567) 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆C439 basierend auf pAD01 mit C-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆439-567) 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆C385 basierend auf pAD01 mit C-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆386-567) 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆C341 basierend auf pAD01 mit C-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆341-567) 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆C169 basierend auf pAD01 mit C-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆170-567) 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆N8 basierend auf pAD01 mit inaktivierter N-
Glykosylierung 8 (N391Q) im PFV Env-Protein 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆N8.1 basierend auf pAD01 mit inaktivierter N-
Glykosylierung 8 (S393V) im PFV Env-Protein 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆N8.2 basierend auf pAD01, mit substituierter zentraler 
AS (T392V) im N-Glykosylierungsmotiv 8 im 
PFV Env-Protein 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆N8.3 basierend auf pAD01 ∆N8, Insertion eines 
zusätzlichen N-Glykosylierungmotiv (Y394N) C-
terminal der originalen N-Glykosylierung 8 im 
PFV Env-Protein 
Duda et al., 2006 
pAD01 ∆N8.4 basierend auf pAD01 ∆N8, Insertion einer 
zusätzlichen N-Glykosylierung (S396N) C-
terminal der originalen N-Glykosylierung 8 im 
PFV Env-Protein 
Duda et al., 2006 
pAD02 basierend auf pczCFG5 IEGZ, Insertion des ad02-
Gens in Polylinker (EcoRI/BamHI), enthält 
extrazelluläre Domänen des PFV Env-Proteins 
(AS 26-567) fusioniert an die Hinge, CH2, CH3 
Domänen des murinen IgG2a, isoliert aus Balb/c 
Maus 
Duda et al., 2006 
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Fortsetzung Tab. 3-8: Verwendete oder neu konstruierte Vektoren und Plasmide 
Plasmid Charakteristika Referenz 
neu konstruierte Plasmide  
pAD3.1 basierend auf pczCFG5 IEGZ, Insertion des 
ad3.1-Gens in Polylinker (EcoRI/BamHI), enthält 
Signalpeptid des murinen Immunglobulins kappa, 
HA-Tag, extrazelluläre Domäne des PFV Env-
Proteins (AS 139-567), fusioniert an die Hinge, 
CH2, CH3 Domänen des murinen IgG2a, isoliert 
aus Balb/c Maus 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆N170 basierend auf pAD3.1 mit N-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆1-169) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆N225 basierend auf pAD3.1 mit N-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆1-224) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆N233 basierend auf pAD3.1 mit N-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆1-232) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆N262 basierend auf pAD3.1 mit N-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆1-261) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆N301 basierend auf pAD3.1 mit N-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆1-300) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆N342 basierend auf pAD3.1 mit N-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆1-341) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆N386 basierend auf pAD3.1 mit N-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆1-385) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆N484 basierend auf pAD3.1 mit N-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆1-483) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆N533 basierend auf pAD3.1 mit N-terminal verkürztem 
PFV Env-Protein (∆1-532) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆262-300 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion im PFV Env-Protein (∆262-300) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆342-373 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion im PFV Env-Protein (∆342-373) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆411-439 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion im PFV Env-Protein (∆411-439) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆439-483 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion im PFV Env-Protein (∆439-483) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆411-483 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion im PFV Env-Protein (∆411-483) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆406-483 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion im PFV Env-Protein (∆406-483) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆397-483 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion im PFV Env-Protein (∆397-483) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆394-483 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion im PFV Env-Protein (∆394-483) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆391-483 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion im PFV Env-Protein (∆391-483) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆384-483 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion im PFV Env-Protein (∆384-483) 
Duda et al., 2006 
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Fortsetzung Tab. 3-8: Verwendete oder neu konstruierte Vektoren und Plasmide 
Plasmid Charakteristika Referenz 
neu konstruierte Plasmide  
pAD3.1 ∆374-483 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion im PFV Env-Protein (∆374-483) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆411-488 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion im PFV Env-Protein (∆411-488) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆411-500 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion im PFV Env-Protein (∆411-500) 
Duda et al., 2006 
pAD3.1 ∆411-509 basierend auf pAD3.1 ∆N225 mit interner 
Deletion in PFV Env-Protein (∆411-509) 
Duda et al., 2006 
pAD04 basierend auf pczCFG5 IEGZ, Insertion des ad04-
Gens in Polylinker (EcoRI/BamHI), enthält 
murines Interleukin 2 Signalpeptid und 
extrazelluläre Domäne des PFV Env-Proteins  
(AS 139-567), fusioniert an die Hinge, CH2, CH3 
Domänen des murinen IgG2a, isoliert aus Balb/c 
Maus 
Duda et al., 2006 
pAD05 basierend auf pczCFG5 IEGZ, Insertion des ad05- 
Gens in Polylinker (EcoRI/BamHI), enthält, 
extrazelluläre Domänen des PFV Env-Proteins 
(1-936), fusioniert an die Hinge, CH2, CH3 
Domänen des murinen IgG2a, isoliert aus Balb/c 
Maus 
Duda et al., 2006 
 
3.1.6 Antibiotika 
Die Inkubation der Bakterien-Stämme und Zelllinien erfolgte unter Zugabe der 
entsprechenden Antibiotika (Tab. 3-6).  
Tab. 3-6: Verwendete Antibiotika für die Selektion der E. coli-Stämme und der Zelllinien 
Antibiotikum Endkonzentration im Flüssig- und/oder Festmedium 










Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme sind in Tab. 3-7 aufgezeigt. Der 
Bakterien-Stamm DH5α wurde aufgrund seiner hohen Transformationseffizienz für die 
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Transformation von Ligationsansätzen verwendet, wohingegen der Bakterien-Stamm JM109 
für die Präparation von größeren Mengen an reiner Plasmid-DNA geeignet war. 
Tab. 3-7: Escherichia coli-Stämme 
Stamm Genotyp Referenz 
   DH5α F- φ80dlacZ∆M15 recA1 endA1 λ-gyrA96 thi-1 




JM109 endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rK-, mK+), relA1, 




TOP10 F' F-, mcrA, ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC), φ80dlacZ∆M15, 
∆lacX74, deoR recA1, araD139, ∆(ara, leu)7697, 





Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tab. 3-8 aufgeführt. 
Tab. 3-8: Verwendete Zelllinien 
Zelllinie Charkateristika Referenz 
   293T humane embryonale Nierenepithelzelllinie, be-
inhalten das große T-Antigen des SV40-Virus (TS) 
Du Bridge et al., 1987 
HT1080 wt humane Zellen eines Fibrosarkoms Rasheed et al., 1974 
HT1080 Env humane Zellen eines Fibrosarkoms, exprimieren 
stabil das PFV Env-Protein und EGFP 
Berg et al., 2003 
HT1080 IEG humane Zellen eines Fibrosarkoms, exprimieren 
stabil EGFP 
Berg et al., 2003 
BHK-21 Hamster-Nierenfibroblastenzelllinie  Macpherson und Stoker, 
1962 
293F humane embryonale Nierenepithelzelllinie Invitrogen (Karlsruhe, D) 
D17 Hunde-Knochenzelllinie eines Osteosarkom Riggs et al., 1974 
CRFK Katzen-Nierenrindenzelllinie Crandell et al., 1973 
Cf2Th Hundethymuszelllinie Nelson-Rees et al., 1976 
 
3.1.9 Antiseren und andere Nachweisreagenzien 
Der Proteinnachweis erfolgte mit den in Tab. 3-9 aufgelisteten Antiseren.  
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Tab. 3-9: Verwendete Antiseren 
primäre Antikörper Verdünnung Referenz 
 
  Kaninchen-α-PFV Env LP (1-86) 
Polykonales Serum 
1:200 Lindemann et al., 2001 
Maus-α-PFV Env SU (P3E10) 
Hybridomaüberstand 
1:25 Duda et al., 2004 
sekundäre Antikörper   
   Ziege-α-Kaninchen, HRP-konjugiert 1:1.000 Dako (Hamburg, D) 
Ziege-α-Maus IgG (Fcγ), HRP-konjugiert 1:5.000 Jackson Immuno Research 
(Cambridgeshire, UK) 
Ziege-α-Maus IgG F(ab’)2, HRP-konjugiert 1:10.000 Jackson Immuno Research (Cambridgeshire, UK) 
Esel-α-Maus IgG F(ab’)2, PE-konjugiert 1:200 Jackson Immuno Research (Cambridgeshire, UK) 
 
3.1.10 Sonstige Materialien 
Bisher noch nicht aufgezählte Materialien sind in Tab. 3-10 aufgelistet. 
Tab. 3-10: Sonstige verwendete Materialien, deren Verwendungszweck und Hersteller 
Material Verwendungszweck Hersteller 
   dNTPs PCR MBI-Fermentas (St. Leon-
Rot, D) 
IgG2a Proteinstandard für 
Quantifizierung der 
Proteinkonzentrationen 
Dianova (Hamburg, D) 
Filter (0,45 µm) Herstellung steriler Lösungen, 
Herstellung zellfreier 
Überstände 
Renner (Dannstadt, D) 
Hybond ECL 
Nitrozellulose Membran 
Westernblot Amersham Biosciences 
(Freiburg, D) 
Polyethylenimin (PEI) Transfektion mittels PEI Sigma–Aldrich 
(Deisenhofen, D), 
Protein-A-Sepharose Proteinaufreinigung Sigma–Aldrich 
(Deisenhofen, D), 
Sequi-Blot PVDF Membrane Proteinsequenzierung Bio-Rad (München, D) 
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3.2 Molekularbiologische Methoden 
3.2.1 Anzucht von Bakterien 
Die Anzucht der Bakterien erfolgte in Luria-Bertani (LB)-Medium (Sambrook et al., 1989). 
Dabei wurden die in Tab. 3-7 aufgeführten E. coli-Stämme in LB-Flüssigmedium auf dem 
Schüttler und Agarplatten im Brutschrank bei 37°C ü.N. inkubiert. Für die Selektion von 
Transformanden wurde dem LB-Medium das Antibiotikum Ampicillin, wie in Tab. 3-6 
aufgeführt, zugegeben.  
 
1x Luria-Bertani (LB)-Medium (flüssig) 
(Sambrook et al., 1989) 
20 %  LB Broth Base (Invitrogen, Karlsruhe, D) 
(Kat.Nr. 12780-029) 
Das Medium wurde als 5x Stock hergestellt, autoklaviert und vor Gebrauch mit 
autoklavierten dH2O auf 1x LB-Medium verdünnt. 
 
Luria-Bertani (LB)-Medium (fest) 
(Sambrook et al., 1989) 
2 %  Difco LB Agar (Becton & Dickinson, Heidelberg, D)  
(Kat. Nr. 244520) 
Das Medium wurde autoklaviert und auf 50°C abgekühlt. Anschließend wurde das 
Antibiotikum Ampicillin zugegeben und die Platten gegossen. 
3.2.2 Plasmidextraktion aus E. coli mittels alkalischer Lyse 
3.2.2.1 Plasmid-Minipräparation 
(modifiziert nach Birnboim und Doly, 1979) 
Für die Plasmid-Minipräparation wurden 2 ml LB-Flüssigmedium mit dem Antibiotikum 
Ampicillin und einer Einzelkolonie des E. coli-Stammes beimpft. Die Inkubation der Kultur 
erfolgte ü.N. bei 37°C auf dem Schüttler. Am nächsten Tag wurden 1,5 ml der E. coli-ü.N.-
Kultur in ein Eppendorfgefäß überführt und zentrifugiert (5.000x g, 5 min, RT). Das 
Zellpellet wurde in 100 µl eiskalter Lösung I und 10 µl RNaseA-Lösung resuspendiert und 
5 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 100 µl Lösung II zugegeben, vorsichtig 
gemischt und erneut 5 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 200 µl 
Lösung III. Der Ansatz wurde abermals vorsichtig gemischt, 5 min auf Eis inkubiert und 
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zentrifugiert (16.500x g, 10 min, RT). 350 µl des Plasmid-DNA-haltigen Überstandes wurden 
in ein neues Eppendorfgefäß überführt und mit 220 µl Isopropanol versetzt. Die DNA wurde 
durch Zentrifugieren (16.500x g, 10 min, RT) pelletiert und anschließend mit 70 % Ethanol 
gewaschen. Das DNA-Pellet wurde getrocknet und in 50 µl TE-Puffer gelöst.  
Lösung I  Lösung II  
50 mM  Glukose 200 mM  NaOH 
10 mM  Na2EDTA, pH 8,0 1 %  SDS 
25 mM  Tris/HCl, pH 8,0    
5 mg/ml  Lysozym (vor Gebrauch frisch zugeben)    
 
Lösung III Tris-EDTA (TE)-Puffer 
3 M  KAc 10 mM  Tris/HCl, pH 8,0 
1 mM  Na2EDTA, pH 8,0 Der pH-Wert 4,8 wurde mit konz. Essigsäure 
eingestellt. 
   
 
RNaseA-Lösung:    c = 2 mg/ml in TE-Puffer gelöst 
 
Pulver in 0,01 M NaAc (pH 5,2) gelöst (c= 10 mg/ml), 15 min bei 100°C erhitzt 
und danach langsam auf RT abgekühlt, danach Zugabe von 0,1 Volumen 1 M 




(modifiziert nach Birnboim und Doly, 1979) 
Für die Gewinnung von größeren Mengen spezifischer Plasmid-DNA mit einem hohen 
Reinigungsgrad wurde die Plasmid-Midipräparation durchgeführt. Die mit dieser Methode 
gewonnene Plasmid-DNA wurde für Transfektionen, Sequenzierungen oder nachfolgende 
Klonierungen eingesetzt. 
100 ml LB-Flüssigmedium wurden mit dem Antibiotikum Ampicillin und einer Einzelkolonie 
des E. coli-Stammes beimpft und ü.N. bei 37°C auf dem Schüttler inkubiert. Am folgenden 
Tag wurde die Bakterienkultur zentrifugiert (5.000x g, 5 min, RT) und das gewonnene 
Zellpellet in 5 ml Lösung I und 150 µl RNaseA-Lösung resuspendiert und 5 min auf Eis 
inkubiert. Im nächsten Schritt erfolgte die Zugabe von 5 ml Lösung II. Der Ansatz wurde 
vorsichtig gemischt und erneut 5 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden 10 ml Lösung III 
hinzugefügt, wiederum vorsichtig gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Anschließend 
wurden die Zelltrümmer überwiegend durch Zentrifugieren (17.500x g, 10 min, 4°C) 
pelletiert. Der plasmidhaltige Überstand wurde über eine mit Mull gestopfte Spitze von den 
restlichen Zelltrümmern getrennt und in ein neues Zentrifugen-Röhrchen überführt. Daraufhin 
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wurden 12 ml Isopropanol zugegeben, der Ansatz gut gemischt und die DNA durch einen 
erneuten Zentrifugationsschritt (17.500x g, 15 min, 4°C) präzipitiert. Das gewonnene DNA-
Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, anschließend getrocknet und in 1 ml TE-Puffer 
aufgenommen. Zusätzlich wurden 25 µl RNaseA-Lösung zugegeben und die RNA für 1 h bei 
37°C verdaut. 
Danach erfolgte die Phenol-Chloroform-Extraktion, die zur Entfernung von Proteinen aus der 
wässrigen DNA-Lösung dient. Dabei sammeln sich die Proteine in der organischen unteren 
Phase und der mittleren Interphase, wogegen die DNA in der oberen wässrigen Phase 
verbleibt. So wurden zur DNA-Lösung zuerst 1 Volumen Phenol, anschließend 1 Volumen 
Phenol/Chloroform und zuletzt 1 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol gegeben. Nach jeder 
Zugabe der einzelnen Lösungen wurde der Ansatz auf dem Vortex gemischt, zentrifugiert 
(16.500 g, 3 min, RT) und die obere wässrige Phase in ein neues Eppendorfgefäß überführt. 
Um die DNA zu präzipitieren, wurden zur letzten oberen wässrigen Phase 0,1 Volumen 
3 M Natriumacetat, pH 5,2 und 0,6 Volumen Isopropanol gegeben. Der Ansatz wurde durch 
Schwenken gut gemischt und anschließend zentrifugiert (16.500x g, 15 min, RT). Das DNA-
Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 200 µl TE-Puffer 
aufgenommen. Bis zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die Plasmid-DNA bei 
4°C ü.N. gelagert, damit sich das DNA-Pellet besser lösen konnte. Danach erfolgte die 
Lagerung bei -20°C. 
Die DNA-Konzentration einer wässrigen DNA-Lösung wird bei einer Wellenlänge von 
260 nm im Photometer gemessen. Dabei entspricht 1 OD 50 µg/ml dsDNA. Für die 
Bestimmung des Reinheitsgrades wird der Quotient aus OD260 und OD280 berechnet. Werte 




Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermöglicht die Amplifizierung eines ganz spezifischen 
DNA-Abschnitts. Über eine geeignete Wahl der Primer ist es möglich, spezifische 
Mutationen in die Zielsequenz einzubringen und zusätzliche Erkennungssequenzen für 
Chloroform/Isoamylalkohol: Gemisch im Verhältnis von 24:1 
 
weitere Lösungen siehe 3.2.2.1 Plasmid-Minipräparation 
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Restriktionsenzyme in die Primersequenz einzufügen, die nachfolgenden Klonierungen 
erleichtern. 
Eine weitere Besonderheit stellt die Overlap-PCR dar, die gezielte Mutationen und interne 
Deletionen innerhalb eines DNA-Abschnitts ermöglicht. Dafür werden im nicht für die 
Matrizenbindung notwendigen 5’-Bereich der Primer zur Matrize abweichende Sequenzen 
eingebaut. Der zu mutierende DNA-Abschnitt wird in zwei getrennten PCR-Reaktionen 
amplifiziert. Dabei entstehen zwei PCR-Produkte, die sich in einem kleinen Bereich, der die 
Mutation trägt, überlappen. In einer sich anschließenden Overlap-PCR werden beide vorher 
aufgereinigten PCR-Produkte 1:1 als Matrize eingesetzt, wobei die sich überlappenden 
Bereiche aneinander anlagern und somit als gesamtes mutagenes DNA-Fragment amplifiziert 
werden können. 
In dieser Arbeit wurden die Pwo- und die Taq-DNA-Polymerase eingesetzt. Die Pwo-DNA-
Polymerase weist zwar gegenüber der Taq-DNA-Polymerase eine niedrigere 
Synthesegeschwindigkeit auf, besitzt dafür aber eine 3’-5’-Korrekturlesefähigkeit. Eine 
Besonderheit der Taq-DNA-Polymerase ist das Anhängen von überhängenden Adenosinen an 
das 3’-Ende des PCR-Produkts. Damit wird die Klonierung der PCR-Fragmente in den 
pCR II-TOPO Vektor ermöglicht (3.2.3.6). Die PCR-Reaktionsansätze sind in Tab. 3-11 und 
Tab. 3-12 aufgeführt.  
Tab. 3-11: PCR-Reaktionsansatz mit der Pwo-DNA-Polymerase 
Komponente  Konzentration oder Menge 
Matrize  200 ng 
Primer vorwärts  100 pmol 
Primer rückwärts  100 pmol 
10x Pwo-Puffer komplett  1x 
dNTP-Mix (10 mM)  0,2 mM 
Pwo-DNA-Polymerase  2 Unit (u) 
 
Tab. 3-12: PCR-Reaktionsansatz mit der Taq-DNA-Polymerase 
Komponente  Konzentration oder Menge 
Matrize  200 ng 
Primer vorwärts  100 pmol 
Primer rückwärts  100 pmol 
10x Puffer (MgCl2-frei)  1x 
MgCl2 (25 mM)  2,5 mM 
dNTP-Mix (10 mM)  0,2 mM 
Taq-DNA-Polymerase   2,5 u 
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Nach Zugabe der DNA-Polymerase wurde der PCR-Reaktionsansatz mit dH2O auf 50 µl 
aufgefüllt und die PCR-Reaktion unter den in Tab. 3-13 angegebenen Bedingungen gestartet. 
Tab. 3-13: Bedingungen der PCR-Reaktionen 
Schritt Stufe Temperatur (°C) Dauer (min) Zyklen 
Initial-Denaturierung Denaturierung 95 5 1 
Denaturierung 95 1 
Primeranlagerung Tm* 1 Synthesezyklen 
DNA-Synthese 72 1/kb 
25 
Endsynthese DNA-Synthese 72 10 1 
* Die Primeranlagerungs-Temperatur (Tm) in °C wurde mit folgender Formel berechnet: Tm = 69,3°C + 0,41 x 
G/C-Gehalt in % − (650/NP); NP: Nukleotide im Primer, die während der PCR an die Matrize binden 
3.2.3.2 Restriktionsverdau von DNA 
Restriktionsenzyme wurden in dieser Arbeit analytisch zur Identifizierung eines Plasmids 
oder präparativ zur Gewinnung von spezifischen Spaltfragmenten im Rahmen einer 
Klonierung eingesetzt. Die Spaltung der DNA-Moleküle mittels Restriktionsendonukleasen 
erfolgte nach Angaben der Hersteller. Bei einer Spaltung der DNA mit zwei 
Restriktionsenzymen wurde nach Möglichkeit ein Reaktionspuffer gewählt, in dem beide 
Enzyme eine Aktivität von mindestens 75 % aufwiesen. Wenn kein gemeinsamer 
Reaktionspuffer zur Verfügung stand, wurden zwei aufeinander folgende 
Restriktionsreaktionen durchgeführt. Dafür wurde das Volumen des Reaktionsansatzes für die 
zweite Restriktionsreaktion verdoppelt. Die Reaktionsansätze für einen analytischen und 
präparativen Restriktionsverdau sind in Tab. 3-14 aufgeführt. 





DNA  0,5 – 1 µg 5 – 15 µg 
10x Reaktionspuffer  1x 1x 
Restriktionsenzym  2 -5 u 10 u 
Gesamtvolumen   10 µl 20 - 40 µl 
Die Reaktionsansätze wurden mit dH2O aufgefüllt und bei optimaler Temperatur inkubiert.  
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3.2.3.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 
Um eine Religation von DNA-Spaltfragmenten in einer Ligationsreaktion zu verhindern, 
wurde das linearisierte Vektorfragment an den 5’-Enden durch Zugabe der Calf Intestine 
Alkaline Phosphatase (CIAP; Tab. 3-1) dephosphoryliert. Da diese Phosphatase in den 
Puffersystemen der in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen eine maximale 
Aktivität besitzt, wurden 10 u CIAP zum Restriktionsansatz gegeben und für 1 h bei 37°C 
inkubiert.  
3.2.3.4 Ligation von DNA-Fragmenten 
In dieser Arbeit wurde für die Ligation die T4-DNA-Ligase (Tab. 3-1) nach Angaben des 
Herstellers verwendet. Insert und Vektor wurden in einem molaren Verhältnis von 3:1 
eingesetzt. Der Reaktionsansatz hatte ein Volumen von 20 µl und wurde 3 h bei RT oder ü.N. 
bei 14°C im Wasserbad inkubiert.  
3.2.3.5 Transformation von DNA in Bakterienzellen 
In dieser Arbeit wurden chemisch kompetente E. coli-Stämme (Tab. 3-7) verwendet, die 
Plasmid-DNA mit Hilfe eines Hitzeschocks aufnehmen konnten. Für die Herstellung 
chemisch kompetenter Bakterien wurden 100 ml LBamp-Flüssigmedium mit einer E. coli-ü.N.-
Kultur im Verhältnis 1:100 angeimpft und bis zum Erreichen einer OD600 von 0,2 bis 0,3 bei 
37°C im Thermoschüttler inkubiert. Die Kultur wurde 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen durch Zentrifugieren (750x g, 10 min, 4°C) pelletiert. Danach wurden die 
Zellen in 40 ml TJB1-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert (1.500x g, 10 min, 4°C). 
Das Zellpellet wurde in 4 ml TJB2-Puffer gelöst und 15 min auf Eis inkubiert. Darauf wurde 
die Zellsuspension in Eppendorfgefäße aliquotiert und auf mit Ethanol getränktem Trockeneis 
schockgefroren. Die Lagerung der chemisch kompetenten Zellen erfolgte bei -80°C. 
Die chemisch kompetenten Bakterien wurden kurz vor der Transformation auf Eis aufgetaut. 
Der gesamte Ligationsansatz wurde zu 100 µl Bakteriensuspension gegeben und 30 min auf 
Eis inkubiert. Danach erfolgte der Hitzeschock für 2 min bei 42°C im Wasserbad. Die Zellen 
wurden anschließend 1 min auf Eis abgekühlt. Nach Zugabe von 450 µl SOC-Medium 
erfolgte eine Inkubation für 1 h bei 37°C im Thermoschüttler. Danach wurden die Zellen auf 
eine LB-Agarplatte mit Antibiotikum ausplattiert und ü.N. bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 
Die Transformation präparierter Plasmid-DNA zum Zweck der Anzucht wurde mittels 
Quicktransformation (Pope und Kent, 1996) in Bakterienzellen gebracht. Dafür wurden 
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0,5 bis 1 µg Plasmid-DNA mit 50 µl chemisch kompetenten Bakterienzellen gemischt und 
5 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz auf eine im 37°C Brutschrank 
vorgewärmte LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Die Inkubation 
erfolgte ü.N. bei 37°C im Brutschrank. 
TJB1-Puffer  
30 mM  KAc 
100 mM  RbCl 
10 mM  CaCl2 x 2 H2O 
50 mM  MnCl2 x 4 H2O 
15 %  Glyzerol 
Der pH-Wert 5,8 wurde mit 10 % Essigsäure eingestellt. Anschließend wurde die Lösung 
durch einen 0,45 µm Filter sterilfiltriert. 
TJB2-Puffer 
10 mM  MOPS oder MOPS-Na-Salz 
75 mM  CaCl2 x 2 H2O 
10 mM  RbCl 
15 %  Glyzerol 
Der pH-Wert 6,5 wurde mit HCl oder NaOH eingestellt. Anschließend wurde die Lösung 
durch einen 0,45 µm Filter sterilfiltriert. 
SOC-Medium 
2 %  Bacto trypton 
0,5 %  Bacto yeast extract 
10 mM  NaCl 
2,5 mM  KCl 
10 mM  MgCl2 x 6 H2O 
10 mM  MgSO4 x 7 H2O 
20 mM  Glukose 
Es wurde kein pH-Wert eingestellt. 
3.2.3.6 Klonierung mit Hilfe des „TOPO TA Cloning Kit“ 
Der „TOPO TA Cloning Kit“ diente der schnellen und effizienten Klonierung und beruht 
darauf, dass die Taq-DNA-Polymerase mit Hilfe einer unspezifischen, terminalen 
Transferase-Aktivität Matrizen-unabhängig einzelne Desoxyadenosine an das 3’-Ende des 
PCR-Produkts anfügt (Clark, 1988). Der linearisierte pCR II-TOPO Vektor besitzt an den 3’-
Enden überhängende Thymidinreste, über die das PCR-Fragment mit dem Vektor ligiert. Das 
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inserierte DNA-Fragment kann über im pCR II-TOPO Vektor vorhandene 
Restriktionsschnittstellen leicht wieder herausgeschnitten und für weitere Klonierungen 
verwendet werden.  
Die für die Ligation eingesetzten PCR-Fragmente wurden kurz vor der Klonierung mit der 
Taq-DNA-Polymerase amplifiziert und über ein präparatives Agarosegel aufgereinigt. Der 
Ligationsansatz, der in Tab. 3-15 aufgeführt ist, wurde 5 min bei RT inkubiert und 
anschließend nach Angaben des Herstellers direkt in chemisch kompetente Bakterien (TOP10 
F`, Invitrogen) transformiert. Die Selektion der Transformanden erfolgte mittels Blau-Weiß-
Selektion durch Zugabe des Substrates X-Gal und dem Induktor IPTG zum 
Selektionsmedium.  





(Sambrook et al., 1989) 
Die Agarose-Gelelektrophorese dient der analytischen und präparativen Trennung von DNA-
Fragmenten, zirkulärer Plasmid-DNA und RNA-Proben. Durch Veränderung der Agarose-
Konzentration können Fragmente von 0,1 bis 60 kb getrennt werden.  
In dieser Arbeit wurden Gele mit einer Agarose-Konzentration von 0,6 bis 2,0 % verwendet, 
um DNA-Fragmente zwischen 100 bp und 12 kb zu trennen und zu präparieren. Hierzu 
wurden 0,6 bis 2 % (w/v) Agarose eingewogen, mit 1x TAE-Puffer aufgefüllt und in der 
Mikrowelle gekocht. Nach Abkühlen der Gellösung auf 60°C erfolgte die Zugabe von 
Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,2 µg/ml. Anschließend wurde die Gellösung 
in die vorbereitete Gelkammer gefüllt. Das erstarrte Gel wurde in einer mit 1x TAE-Puffer 
gefüllten, horizontalen Flachbettgelapparatur versenkt und die mit 1x Ladepuffer versetzten 
DNA-Proben in die Geltaschen geladen. Bei einer angelegten Spannung von 30 bis 120 V 
wanderte die negativ geladene DNA von der Anode zur Kathode. Die mitgeführten DNA-
Größenstandards sind in Tab. 3-3 aufgeführt. Die DNA konnte aufgrund des interkalierenden 
Komponente  Menge 
pCR II-TOPO Vektor  0,5 – 1 µl 
PCR-Produkt     2 – 4 µl 
Saltsolution           1 µl 
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Ethidiumbromids mit einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht werden. Bei der 
präparativen Gelelektrophorese wurde die DNA mit einer UV-Handlampe, die Strahlung 
geringerer Intensität emittiert, sichtbar gemacht. 
1x Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer 
40 mM  Tris-Base 
1 mM  Na2EDTA, pH 8,0 
Die Lösung wurde als 50x Stock hergestellt. Der pH-Wert 8,0 wurde mit Eisessig eingestellt. 
10x Ladepuffer 
0,25 %  Bromphenolblau 
0,25 %  Xylene Cyanol 
100 mM  Tris/HCl; pH 8,0 
50 mM  Na2EDTA; pH 8,0 
60 %  Glyzerol 
Es wurde kein pH-Wert eingestellt. 
3.2.4.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Nach der Gelelektrophorese wurden die DNA-Fragmente unter schwachem UV-Licht sichtbar 
gemacht und mit einem Skalpell aus dem präparativen Agarosegel ausgeschnitten. Die 
Isolierung der DNA-Fragmente erfolgte mit dem „Nucleo Spin Extract Kit“ bzw. dem 
„Geneclean III Kit“ nach Angaben des Herstellers. Die aufgereinigten DNA-Fragmente 
wurden in dH2O gelöst. 
3.2.4.3 DNA-Sequenzierung 
Die Überprüfung der amplifizierten Klonierungsprodukte in den Plasmiden erfolgte durch 
DNA-Sequenzierung mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger et al., 1977 mit dem „ABI 
Prism Big Dye Kit“. In diesem Kit sind die vier ddNTPs mit verschiedenen 
Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die automatisch in einem Plattensequenzierer erkannt 
werden. Der Reaktionsansatz der DNA-Sequenzierung ist in Tab. 3-16 und die Bedingungen 
der DNA-Sequenzierreaktion in Tab. 3-17 aufgeführt. 
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Tab. 3-16: Reaktionsansatz der DNA-Sequenzierung 
Komponente  Plasmid-Mini-DNA Plasmid-Midi-DNA 
DNA  2,5 µl 0,5 µl 
Primer (10 pmol)     1 µl    1 µl 
Big Dye Mix     2 µl    2 µl 
ddH2O  4,5 µl 6,5 µl 
 
Tab. 3-17: Bedingungen der DNA-Sequenzierreaktion 
Schritt Stufe Temperatur (°C) Dauer (Sekunden) Zyklen 
Initial-Denaturierung Denaturierung 95 120 1 
Denaturierung 95 10 
Primeranlagerung 50 5 Synthesezyklen 
DNA-Synthese 60 240 
25 
Die Aufreinigung der Reaktionsansätze erfolgte mit der „MultiScreen 96-Well Filtration 
Plate“ von Millipore nach Angaben des Herstellers. Der aufgereinigte Reaktionsansatz wurde 
in ein Eppendorfgefäß überführt, in der Speed-Vac eingetrocknet und anschließend 
sequenziert. 
3.3 Zellbiologische Methoden 
3.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen 
Die eukaryotischen Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen mit D-MEM (komplett) im 
Brutschrank bei 37°C, 5 % CO2-Gehalt und 95 % Luftfeuchte kultiviert. Wenn adhärent 
wachsende Zelllinien einen Zellrasen (Monolayer) bildeten, mussten diese vereinzelt, das 
heißt gesplittet, werden. Dazu wurde das alte Medium von den Zellen abgesaugt und die 
Zellen mit 1x PBS gewaschen. Zum Ablösen der Zellen von der Zellkulturflaschen-
Oberfläche wurde Trypsin-EDTA zu den Zellen gegeben und diese 5 min im Brutschrank 
inkubiert. Die Trypsin-Reaktion wurde durch Zugabe von frischem Medium, in dem die 
Zellen resuspendiert wurden, gestoppt. Für die weitere Kultivierung wurden die Zellen in 
einem Verhältnis von 1:2 bis 1:20 in die Zellkulturflasche überführt und mit neuem Medium, 
entsprechend des Volumens der Zellkulturflasche, erneut im Brutschrank inkubiert. 
Suspensionszellen wurden im Medium gleichmäßig verteilt und 1:5 bis 1:10 in neues Medium 
umgesetzt.  
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Zum Einsäen von Zellen für Transfektionsexperimente wurden die Zellen ausgezählt. Dazu 
wurden 10 µl Zellsuspension mit 10 µl Trypanblau gemischt und davon 10 µl in eine 
Neubauer-Zählkammer überführt. Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl pro ml wurden zwei 
große Quadrate der Kammer ausgezählt und mit 1x104 multipliziert. Die erforderliche 
Zellzahl wurde in ein neues Kulturgefäß überführt und mit frischem Medium aufgefüllt. 
D-MEM (ohne) 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit GlutaMAX I, 
Natriumpyruvat, Pyridoxin, 4500 mg/l D-Glukose von GIBCO (Invitrogen  




Fötales Rinderserum von GIBCO (cend= 10 %) 
Penicillin-Streptomycin-Lösung von GIBCO (cend = 0,1 % = 10 µg/ml) 
 
Medium für 293F Zellen 
293 SFM II von GIBCO (Invitrogen GmbH, Kat.Nr. 11686-029) 





Fötales Rinderserum von GIBCO (cend = 15 %) 
Penicillin-Streptomycin-Lösung von GIBCO (cend = 0,1 % = 10 µg/ml) 
 
1x Trypsin-EDTA 
0,5 g/l Trypsin und 0,2 g/l EDTA in modifizierter Puck’s Salzlösung A  
ohne Ca2+ und Mg2+, mit Phenolrot von GIBCO (Kat.Nr. 25300-054) 
 
1x PBS 
phosphatgepufferte Kochsalzlösung, pH 7,2; ohne CaCl2 und MgCl2 
von GIBCO (Kat.Nr. 10010-015) 
 
Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Zum Einfrieren von Zellen wurden die Zellen einer konfluenten Zellkulturflasche mit 1x PBS 
gewaschen und mit Trypsin-EDTA abgelöst. Die in frischem Medium resuspendierten Zellen 
wurden in ein steriles Falcon-Röhrchen überführt und 5 min bei 1.200x g zentrifugiert. Das 
gewonnene Zellpellet wurde zügig in der erforderlichen Menge Einfriermedium resuspendiert 
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und in 1 ml Aliquotes in Kryoröhrchen überführt. Die Zellen wurden für kurze Zeit bei -80°C 
und für längere Zeiträume in flüssigem Stickstoff gelagert. 
Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoröhrchen kurz bei 37°C im Wasserbad inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen in ein Falcon-Röhrchen überführt, mit frischem Medium 
versetzt und 5 min bei 1.200x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Medium 
resuspendiert, in eine neue Zellkulturflasche überführt und im Brutschrank kultiviert. 
Einfriermedium 
10 % DMSO in FCS 
 
3.3.2 Herstellung von protein- und virushaltigen Zellkulturüberständen durch 
Transfektion 
3.3.2.1 Transfektion eukaryotischer Zellen 
In dieser Arbeit wurden zwei Transfektionsmethoden verwendet: die Kalziumphosphat-
Kopräzipitation als Standardmethode und die PEI-Transfektion für die Produktion hoher 
Virustiter. 
3.3.2.1.1 Transfektion von 293T-Zellen mittels Kalziumphosphat-Kopräzipitation  
Bei dieser Transfektionsmethode wird die DNA in Form von feinkörnigen Kalziumphosphat-
DNA-Präzipitaten auf die Zellen gebracht und von diesen durch Endozytose aufgenommen.  
Am ersten Tag wurden 2x106 293T-Zellen in einem Gesamtvolumen von 5 ml (6 cm Schalen) 
eingesät und ü.N. im Brutschrank inkubiert. Bei Verwendung von 10 cm Schalen wurden 
5x106 293T-Zellen in einem Gesamtvolumen von 10 ml eingesät. Bei dieser 
Transfektionsmethode wurde ausschließlich D-MEM (komplett) als Medium verwendet. 
Am nächsten Tag wurden alle benötigten Lösungen auf 37°C vorgewärmt und je 1 ml 
Zellkulturmedium, bei 10 cm Schalen 2,5 ml, von den 293T-Zellen abgenommen. 
Anschließend wurde der Transfektionsansatz, der in Tab. 3-18 aufgeführt ist, angesetzt. 
Hierfür wurde die Komponente 2x HBS zügig zugegeben, der Ansatz gut gemischt und 
vorsichtig auf die Zellen getropft. Nach 7 h Inkubation im Brutschrank wurde das Medium 
abgesaugt und durch 4 ml bzw. 10 ml (10 cm Schalen) frischem Medium ersetzt.  
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Tab. 3-18: Zusammensetzung des Transfektionsansatzes 
Komponente  Konzentration oder Menge 
steriles ddH2O  423 µl 
Plasmid-DNA     15 µg 
2 M CaCl2    62 µl 
2x HBS  500 µl 
 
2x HBS 
50 mM  HEPES 
10 mM  KCl 
12 mM  Dextrose x H2O (Glukose Monophosphat) 
280 mM  NaCl 
1,5 mM  Na2HPO4 x 2 H2O 
Es wurden Lösungen mit den pH-Werten 7,0, 7,05 und 7,1 hergestellt. Die pH-Werte wurden 
mit konz. HCl eingestellt. Die Lösungen wurden durch einen 0,45 µm Filter sterilfiltriert und 
in einer Transfektion hinsichtlich ihrer Transfektionseffizienz getestet. 
2M CaCl2 
2 M  CaCl2 
Die Lösung wurde durch einen 0,45 µm Filter sterilfiltriert. 
3.3.2.1.2 Transfektion von 293T-Zellen mittels Polyethylenimin (PEI) 
PEI ist ein kationisches Polymer, das Nukleinsäure-bindende und -kondensierende 
Eigenschaften besitzt. Die Komplexe aus DNA und PEI werden von verschiedenen Zelllinien 
effizient aufgenommen. Diese Transfektionsmethode ist sehr kostengünstig, da verzweigtes 
PEI als Chemikalie erhältlich ist.  
Am ersten Tag wurden 6x106 293T-Zellen in einem Gesamtvolumen von 10 ml in 10 cm 
Schalen eingesät und ü.N. im Brutschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurde von den Zellen 
das Medium abgesaugt und durch 4 ml D-MEM (PEI) ersetzt. Des Weiteren wurden die 
beiden Transfektionslösungen A und B angesetzt (Tab. 3-19) und für 15 min bei RT inkubiert. 
Danach wurde Lösung A zügig zur Lösung B gegeben, erneut gut gemischt und 15 min bei 
RT inkubiert. Anschließend wurde der Transfektionsansatz vorsichtig auf die Zellen gegeben 
und die Transfektionsschalen ü.N. im Brutschrank inkubiert. 
Polyethylenimin (PEI)-Lösung:   c = 1 mg/ml in ddH2O gelöst 
Die PEI-Lösung wurde als 100x Stock steril hergestellt und vor Verwendung auf 1x verdünnt.
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Tab. 3-19: Zusammensetzung der Transfektionslösungen A und B  
Lösung A Komponente Lösung B 
955 µl D-MEM (ohne) 985 µl 
  45 µl PEI (1mg/ml) - 
- DNA (1µg/µl)   15 µl 
 
3.3.2.2 Induktion von Zellen mit Natriumbutyrat 
Einen Tag nach der Transfektion wurde die Aktivität des CMV-Promotors in den Plasmiden 
durch Zugabe von Natriumbutyrat in einer Endkonzentration von 10 mM verstärkt. Dazu 
wurde die Natriumbutyrat-Lösung vorsichtig auf die Zellen getropft. Nach 7 h wurde das 
Medium gewechselt, wobei 3 ml frisches D-MEM (komplett), bzw. 5 ml bei 10 cm Schalen, 




500 mM  Natriumbutyrat 
Die Lösung wurde mit 1x PBS aufgefüllt und durch einen 0,45 µm Filter sterilfiltriert. 
3.3.2.3 Gewinnung zellfreier protein- und virushaltiger Zellkulturüberstände 
48 h nach Transfektion wurde der protein- bzw. virushaltige Zellkulturüberstand von den 
transfizierten 293T-Zellen geerntet. Für die Gewinnung von zellfreien protein- bzw. 
virushaltigen Zellkulturüberständen wurden diese mit einer sterilen Einmalspritze von den 
Zellen abgenommen und durch einen sterilen Filter (0,45 µm) filtriert. Alternativ dazu wurde 
der abgenommene Zellkulturüberstand bei 1.700x g für 5 min bei RT zentrifugiert. Der 
zellfreie protein- bzw. virushaltige Zellkulturüberstand wurde bis zur weiteren Verwendung 
bei -80°C oder für kurze Zeit bei 4°C gelagert. 
3.3.2.4 Herstellung von Zelllysaten 
Für die Analyse der intrazellulären Genexpression in der SDS-PAGE wurden die 
transfizierten 293T-Zellen lysiert und die Proteine durch SDS und Detergenzien denaturiert 
und solubilisiert, sowie durch reduzierende Agenzien reduziert. In dieser Arbeit wurde die 
Methode der milden Lyse verwendet. Bei dieser Methode wird die Zytoplasmamembran 
durch das Triton X-100 im Lysepuffer permeabilisiert und die zytoplasmatischen Proteine 
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solubilisiert. Die Zellkernmembran bleibt hingegen intakt. Dafür wurden die Zellen nach der 
Abnahme des Zellkulturüberstandes mit 1x PBS (3.3.1) gewaschen. Danach erfolgte die 
Zugabe von 400 µl 1x Lysepuffer, 600 µl bei 10 cm Schalen, und eine Inkubation von 
5 bis 30 min bei 4°C. Anschließend wurden die lysierten Zellen mit einem Zellschaber von 
der Schalenoberfläche abgelöst, in ein Eppendorfgefäß überführt und auf dem Vortex gut 
gemischt. Die Zellkerne und Membrantrümmer wurden durch Zentrifugieren (16.500x g, 
5 min, RT) von den solubilisierten Proteinen getrennt. Der Überstand wurde in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und 1:1 mit 2x PPPC versetzt. Zur vollständigen Denaturierung 
wurden die Proben 10 min bei 95°C gekocht und bis zur Analyse in der SDS-PAGE bei -20°C 
aufbewahrt. Für die Behandlung mit PNGaseF wurden die Überstände der Zelllysate direkt 
eingesetzt.  
1x Lysepuffer 
10 mM  Tris/HCl; pH 8,0 
140 mM  NaCl 
0,025 %  NaN3 
1 %  Triton X-100 
Der Lysepuffer wurde als 10x Stocklösung angesetzt und mit dH2O auf 1x verdünnt. 
2x PPPC (Proteinprobenpuffer mit Coomassie Blau) 
100 mM  Tris/HCl; pH 6,8 
24 %  Glyzerol 
8 %  SDS 
0,02 %  Coomassie Blau G-250 
2 %  β-Mercaptoethanol 
 
3.3.3 Analyse der Rezeptorbindungskapazität von Immunoadhäsionsproteinen 
3.3.3.1 Bindungsassay mit Zielzellen 
Im Bindungsassay wurden Immunoadhäsionsproteine hinsichtlich ihrer Rezeptorbindungs-
kapazität an Zielzellen analysiert. Hierfür wurden 293T-Zellen mit Plasmiden, die für die 
rekombinanten Proteine kodierten, transfiziert und die zellfreien, proteinhaltigen 
Zellkulturüberstände nach 48 h gewonnen. Anschließend wurde die Proteinkonzentration der 
Immunoadhäsionsproteine in den Zellkulturüberständen in der SDS-PAGE mit 
anschließendem Westernblot bestimmt (3.5.4.5). Für den Bindungsassay wurden die 
Zielzellen (HT1080 wt-, HT1080 Env-, HT1080 EGZ-, BHK-21-, D17-, CRFK- und Cf2Th-
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Zellen) nach einem Waschschritt mit 1x PBS mit PBS/EDTA abgelöst, in FACS-Puffer 
resuspendiert und in ein Falcon-Röhrchen überführt. Bei der Verwendung von Suspensions-
Zielzellen (293F-Zellen) wurden diese direkt aus der Zellkulturflasche gewonnen. 
Anschließend wurden die Zielzellen in den Falcon-Röhrchen zentrifugiert (640x g, 5 min, 
4°C), in frischem FACS-Puffer resuspendiert und die Zellzahl bestimmt (3.3.1). Im 
Bindungsassay wurden gleiche Proteinmengen der einzelnen Immunoadhäsionsproteine mit 
1x105 Zielzellen in einem Gesamtvolumen von 300 bis 1270 µl für 1 h auf Eis inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen (640x g, 5 min, 4°C) und mit 
einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper erneut 1 h auf Eis 
inkubiert. Nach einem zweiten Waschschritt wurden die Zellen in 200 µl FACS-Puffer 
aufgenommen und die mittlere Fluoreszenz von 10.000 Ereignissen in der FACS-Analyse 
bestimmt. 
FACS-Puffer 
1x  PBS (3.3.1) 
1 %  Fötales Rinderserum von GIBCO 
 
PBS/EDTA 
1x  PBS (3.3.1) 
10 mM  EDTA, pH 8,0 
 
3.3.3.2 Kompetitionsbindungsassay  
Beim Kompetitionsbindungsassay wurde der Einfluss von virushaltigen 
Zellkulturüberständen und von einer HT1080 Env-Zellpopulation, die das PFV Env-Protein 
stabil exprimiert, auf die Bindungskapazität eines Immunoadhäsionsproteins untersucht. Die 
virushaltigen Zellkulturüberstände wurden dafür von je achtzehn 10 cm Schalen transfizierter 
293T-Zellen gewonnen und durch Zentrifugieren (14.000x g, 1 h, 4°C) 30-fach konzentriert. 
Anschließend wurde je 1/9 Volumen des virushaltigen, konzentrierten Zellkulturüberstandes 
mit einer definierten Menge an Immunoadhäsionsprotein und 1x105 HT1080 wt-Zellen in 
einem Gesamtvolumen von 500 µl für 1 h auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 
wie im Bindungsassay mit FACS-Puffer gewaschen (640x g, 5 min, 4°C), mit einem 
sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper 1 h auf Eis inkubiert, die 
Zellen nach einem zweiten Waschschritt in 200 µl FACS-Puffer aufgenommen und die 
mittlere Fluoreszenz von 10.000 Ereignissen in der FACS-Analyse bestimmt. Im 
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Kompetitionsbindungsassay mit der HT1080 Env-Zellpopulation wurden diese Zielzellen wie 
HT1080 wt-Zellen im Bindungsassay eingesetzt.  
3.3.4 „Fluorescence Activated Cell Sorter“ (FACS)-Analyse 
In der Durchflusszytometrie werden verschiedene Eigenschaften von Zellen wie Zellgröße 
und Granularität oder die Expression eines oder mehrerer Markerproteine in einer Probe 
analysiert. Der Nachweis eines Markerproteins erfolgt entweder direkt, wie beim „enhanced 
green fluorescent protein“ (EGFP) oder indirekt über einen mit Fluorochrom gekoppelten 
Antikörper, der an das exprimierte bzw. im Bindungsassay gebundene Protein auf der 
Zelloberfläche bindet. Die mittels einem FACS Calibur (Becton-Dickinson) gewonnenen 
Daten der FACS-Analyse wurden anschließend mit dem Programm CellQuest (Becton-
Dickinson) ausgewertet. 
3.4 Virologische Methoden 
3.4.1 Viruspartikelpräparation aus Zellkulturüberständen 
Zum biochemischen Nachweis von Partikel-assoziierten Virusproteinen im Überstand 
transfizierter Zellkulturen lassen sich diese mit Hilfe eines Saccharosedichtegradienten in 
einer Ultrazentrifuge pelletieren und somit konzentrieren. Hierfür wurde der 
Zellkulturüberstand mit einer Einmalspritze von den Zellen abgenommen und durch einen 
0,45 µm Filter vorsichtig auf eine, in einem Ultrazentrifugenröhrchen (Polyallomer 
Zentrifugenröhrchen, 14 x 95 mm; Beckman Coulter) vorgelegte, 2 ml 20 % 
Saccharoselösung geschichtet. Die Sedimentation der partikulären Proteine durch das 
Saccharosekissen erfolgte in einer Ultrazentrifuge bei 25.000x g für 3 h bei 4°C. Danach 
wurde der Überstand bis zur Saccharoselösung abgenommen und diese anschließend 
abgegossen. Das Proteinpellet wurde in 70 µl PBS gelöst und bis zur weiteren Verwendung 
auf Eis gelagert. 
3.5 Proteinbiochemische Methoden 
3.5.1 Aufreinigung von Proteinen aus dem Zellkulturüberstand 
Bei zu geringen Mengen an sekretiertem rekombinantem Protein im Zellkulturüberstand nach 
der Transfektion war eine Aufreinigung und somit eine Konzentrierung der einzelnen 
Immunoadhäsionsproteine notwendig. In dieser Arbeit wurden die Immunoadhäsionsproteine 
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mittels Protein-A-Affinitätschromatographie zum einen mit dem „Protein A Mini Antibody 
Purification Kit“ bzw. mit dem „Protein A Midi Antibody Purification Kit“ nach Angaben des 
Herstellers aufgereinigt und für Analysen im Westernblot und Bindungsassay eingesetzt. Zum 
anderen wurden die rekombinanten Proteine mit Protein-A-Sepharose für die 
proteinbiochemische Analyse im Westernblot mit anschließender Proteinsequenzierung 
aufgereinigt.  
Für die Affinitätschromatographie mit Protein-A-Sepharose wurde Protein-A-Sepharose in 
RIPA-Puffer (100 mg/ml Endkonzentration) 15 min bei 4°C quellen gelassen. Anschließend 
wurde die Protein-A-Sepharose pelletiert (1.700x g, 5 min, 4°C) und dann erneut in 
50 bis 100 µl RIPA-Puffer resuspendiert. Zur Protein-A-Sepharose-Lösung wurde 
0,5 bis 1 bzw. 5 ml zellfreier Zellkulturüberstand zugegeben und 2 h rotierend bei 4°C 
inkubiert. Danach wurde die Protein-A-Sepharose mit gebundenem Immunoadhäsionsprotein 
3x mit RIPA-Puffer und 1x mit Tris/NP-40 gewaschen. Zuletzt wurden die Proteine für die 
proteinbiochemische Analyse mit 2x PPPC versetzt oder zum anderen direkt für die 
PNGaseF-Behandlung eingesetzt.  
RIPA-Puffer  
20 mM  Tris/HCl, pH 7,5 
300 mM  NaCl 
1 %  Na-deoxycholat 
1 %  Triton X-100 
0,1 %  SDS 
 
Tris/NP-40  
10 mM  Tris/HCl, pH 7,5 
0,1 %  NP-40 
 
3.5.2 Glykosidase-Behandlung der Immunoadhäsionsproteine 
Die Behandlung der rekombinanten Proteine mit der Glykosidase PNGaseF von NEB wurde 
nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
3.5.3 Tricine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
In der Tricine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) (nach Schägger und 
Jagow, 1987) lassen sich Proteine entsprechend ihrer Größe (10 bis 220 kDa) in einem 
5 bis 15 % Polyacrylamidgel trennen.  
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Zuerst wurden die Komponenten für die Trenngellösung, bis auf APS und TEMED, 
zusammengegeben (Tab. 3-20) und vorsichtig vermischt. Anschließend wurde die 
Trenngellösung 15 min entgast, die Komponenten APS und TEMED hinzu gegeben und das 
Trenngel gegossen. Für eine glatte Oberfläche wurde das Trenngel mit dH2O überschichtet. 
Die Polymerisation erfolgt ü.N. bei RT. 
Am nächsten Tag wurde die Sammelgellösung (Tab. 3-20) ohne die Komponente APS und 
TEMED angesetzt und 15 min entgast. Danach wurde das dH2O von der Trenngeloberfläche 
entfernt, die Komponenten APS und TEMED zur Sammelgellösung gegeben und das 
Sammelgel gegossen. 
Tab. 3-20: Zusammensetzung der Gellösungen für Tricine SDS-PAGE 
 7,5 % Trenngellösung Komponente 4 % Sammelgellösung 
 
    
 
 




 9,9 ml  Tricine-Gelpuffer   2,5 ml 
 
 2,5 ml  Glyzerol - 
 
 9,3 ml  dH2O 6,15 ml  
 300 µl  10 % APS   100 µl 
 
 
  30 µl  TEMED     10 µl 
 
Nach dem Polymerisieren des Sammelgels wurden die untere Elektrophoresekammer mit 1x 
Anodenpuffer und die obere Elektrophoresekammer mit 1x Kathodenpuffer gefüllt. Die 
Proteinproben wurden noch einmal 10 min bei 95°C gekocht und anschließend in die vorher 
gespülten Sammelgeltaschen geladen. Der Gellauf erfolgte ü.N. bei 16 bis 32 mA pro Gel.  
1x Anodenpuffer 
0,2 M  Tris-Base 
Der pH-Wert 8,9 wurde mit konz. HCl eingestellt. Der Puffer wurde als 10x Stock hergestellt 
und mit ddH2O auf 1x verdünnt. 
1x Kathodenpuffer 
0,1 M  Tris-Base 
0,1 M  Tricine 
0,1 %  SDS 
Es wurde kein pH-Wert eingestellt. Der Puffer wurde als 5x Stock hergestellt und mit ddH2O 
auf 1x verdünnt. 
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3.5.4 Westernblot 
Beim Westernblot werden die in der SDS-PAGE getrennten Proteine durch elektrischen 
Strom auf eine Nitrozellulose- oder PVDF-Membran übertragen und immobilisiert. Bei den in 
dieser Arbeit beschriebenen Experimenten wurde der Westernblot nach dem „Semi Dry“ 
Verfahren durchgeführt. 
3.5.4.1 Semi Dry Westernblot 
Der Transfer der Proteine erfolgte mit der Semi Dry Westernblot-Apparatur. Zwischen die 
untere Anodenplatte und die obere Kathodenplatte wurden zwei Lagen in 1x Transferpuffer 
getränkte Whatmann-Filterpapiere luftblasenfrei aufgelegt. Die Nitrozellulose-Membran 
wurde kurz in ddH2O, anschließend in 1x Transferpuffer geschwenkt und dann auf die 
Whatmann-Filterpapiere gelegt. Anschließend wurde das Polyacrylamidgel und zwei weitere 
in 1x Transferpuffer getränkte Whatmann-Filterpapiere platziert. Nicht vom Gel bedeckte 
Membranbereiche wurden mit Parafilm abgedeckt. Der Transfer erfolgte bei einer 
Stromstärke von 180 mA (0,8mA/cm2) für 90 min.  
Bei Verwendung einer PVDF-Membran, die durch Methanol aktiviert wird, erfolgte der 
Transfer mit 1x CAPS-Puffer. Des Weiteren wurde das Polyacrylamidgel zur Entfernung von 
Glyzinresten vor dem Transfer 5 bis 10 min in 1x CAPS-Puffer inkubiert. 
1x Transferpuffer 
48 mM  Tris-Base 
39 mM  Glyzin 
0,037 %  SDS 
20 %  Methanol 
Es wurde kein pH-Wert eingestellt.  
1x CAPS-Puffer 
10 mM  CAPS 
1 %  Methanol (frisch zugeben) 
Der pH-Wert 11,0 wurde mit NaOH eingestellt. Der Puffer wurde als 10x Stock hergestellt 
und mit ddH2O auf 1x verdünnt. Vor der Verwendung des Puffers wurde das Methanol frisch 
zum Puffer zugegeben. 
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3.5.4.2 Coomassie-Färbung von PVDF-Membranen 
Bei dieser Methode wurden die Proteinbanden auf der PVDF-Membran durch Coomassie 
sichtbar gemacht. Dafür wurde die PVDF-Membran 10 min in Färbelösung inkubiert und 
anschließend, bis die Proteinbanden gut zu erkennen waren, mit Entfärbelösung entfärbt. 
Färbelösung Entfärbelösung 
40 %  Methanol  40 %  Methanol 
10 %  Essigsäure  10 %  Essigsäure 
0,1 %  Coomassie Blau R250     
 
3.5.4.3 Immunologischer Nachweis 
Für den immunologischen Nachweis der Proteine wurde die Nitrozellulose-Membran nach 
dem Transfer kurz in 1x PBS-T gespült und anschließend 60 min in Blockierungslösung auf 
einem Schüttler inkubiert. Danach wurde die Membran zweimal kurz mit 1x PBS-T 
gewaschen und der in Blockierungslösung verdünnte primäre Antikörper für 2 h oder ü.N. 
zugegeben. Vor Zugabe des in Blockierungslösung verdünnten sekundären Antikörpers für 
1 h wurde die Membran 2x kurz und zweimal 10 min mit 1x PBS-T gewaschen, um freien 
primären Antikörper zu entfernen. Abschließend wurde die Membran 4x 10 min in 1x PBS-T 
gewaschen. 
1x PBS 
137 mM  NaCl 
2,7 mM  KCl 
6,5 mM  Na2HPO4 x 2 H2O 
1,5 mM  KH2PO4 
Es wurde kein pH-Wert eingestellt. Die Lösung wurde als 10x Stock hergestellt. 
1x PBS-T 
1x  PBS 
0,5 %  Tween 20 
 
Blockierungslösung 
5 %  Milchpulver 
Die Blockierungslösung wurde mit 1x PBS-T angesetzt. 
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3.5.4.4 Detektion 
Zur Detektion der Signale wurden zwei unterschiedlich sensitive Detektionssysteme 
verwendet. Bei geringen Proteinkonzentrationen und zur Quantifizierung wurde der „ECL 
Plus Westernblot Detection Kit“ nach Angaben des Herstellers verwendet. Stärkere Signale 
wurden mit dem weniger sensitiven ECL-selfmade detektiert. Dafür wurde die Membran 
1 min mit der Detektionslösung (Lösung A- und B-ECL-selfmade im Verhältnis 1:1) 
inkubiert. Anschließend wurde die Membran mit Whatman-Filterpapier abgetrocknet und für 
die Detektion in eine Klarsichtfolie gelegt. Die Chemilumineszenz wurde mit dem BioImager 
LAS 3000 von Fuji Film bei verschiedenen Belichtungszeiten gemessen. 
Lösung A-ECL-selfmade 
2,5 mM  Luminol 
0,396 mM  Cumarsäure 
Die Lösung A-ECL-selfmade wurde mit 0,1 M Tris/HCl, pH-Wert 8,5 hergestellt und war 
2 Wochen bei 4°C im Dunkeln stabil. 
Lösung B-ECL-selfmade 
0,0165 %  H2O2 
Die Lösung B-ECL-selfmade wurde mit 0,1 M Tris/HCl, pH-Wert 8,5 hergestellt und stets 
frisch angesetzt. 
3.5.4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration in Zellkulturüberständen 
Für die Analyse der sekretierten rekombinanten Proteine im Zellkulturüberstand hinsichtlich 
ihrer Bindungsfähigkeit an Zielzellen wurde ihre Proteinkonzentration im Zellkulturüberstand 
bestimmt. Hierfür wurde ein Aliquot von 50 bis 100 µl Zellkulturüberstand oder 
aufgereinigtes Protein in der SDS-PAGE mit anschließendem Westernblot mit dem 
sekundären Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper analysiert und die Proteinmengen mit 
Hilfe einer speziellen Software (Image Gauge 3.01, Fujifilm) und einer mitgeführten IgG2a-
Proteinstandardreihe quantifiziert.  
3.5.4.6 Strippen von Westernblot-Membranen 
Für den Nachweis weiterer Proteine auf der Nitrozellulose-Membran mussten die bereits 
gebundenen Antikörper wieder von der Membran entfernt werden. Dafür wurde die Membran 
nach der Detektion 5 min in 1x PBS-T zur Entfernung des Detektionsreagenz gewaschen. 
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Anschließend wurde die Membran 30 min in Stripping-Lösung bei 55°C im 
Schüttelwasserbad inkubiert. Danach wurde die Membran 2x kurz und 2x 10 min mit  
PBS-T gewaschen, bevor sie ü.N. in Blockierungslösung inkubiert wurde. Nun konnte die 
Membran wie unter 3.5.4.3 beschrieben mit weiteren primären Antikörpern behandelt werden. 
Stripping-Lösung 
62,5 mM  Tris/HCl; pH 6,7 
2 %  SDS 
100 mM  β-Mercaptoethanol 
 
3.5.5 Proteinsequenzierung 
Ausgewählte mit Coomassie sichtbar gemachten Proteinbanden wurden von der Firma Toplab 
(Martinsried, D) N-terminal sequenziert.  
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4 Ergebnisse 
4.1 Abspaltung des PFV Env LP nach AS 126 
Eine der bemerkenswertesten Besonderheiten der FV-Partikelmorphogenese ist die 
spezifische Interaktion des Env-Proteins mit dem viralen Kapsid während der 
Membranumhüllung und Freisetzung. Die Koexpression des PFV Env-Proteins für die PFV-
Partikelfreisetzung ist essenziell und die spezifische Funktion kann nicht von heterologen 
viralen Env-Proteinen übernommen werden (Fischer et al., 1998; Pietschmann et al., 1999). 
Für die Interaktion des PFV Env-Proteins mit dem Kapsid sind die membranspannende 
Domäne der TM-Untereinheit und das LP essenziell (Lindemann et al., 2001;  
Pietschmann et al., 1999).  
Das PFV Env-Protein durchläuft eine für ein Membranglykoprotein ungewöhnliche 
Biosynthese. Es wird als vollständiges Vorläuferprotein synthetisiert und enthält analog zu 
zellulären Glykoproteinen ein N-terminales LP, das für die Einschleusung in den 
Sekretionsweg der Zelle benötigt wird. Das PFV Env-Vorläuferprotein enthält drei Domänen 
(Abb. 4-1) und nimmt zu Beginn eine Typ-III-Membrantopologie ein, bei der der N- und der 
C-Terminus im Zytoplasma lokalisiert sind (Geiselhart et al., 2003; Lindemann und Goepfert, 
2003). Die Spaltung des PFV Env-Proteins in das Partikel-assoziierte LP (gp18LP), die SU-
Untereinheit (gp80SU) und die TM-Untereinheit (gp48TM) erfolgt posttranslational während 
des Transports zur Zelloberfläche durch bisher unbekannte zelluläre Proteasen  
(Lindemann et al., 2001). Das LP besitzt nach der Spaltung eine Typ-II-Membrantopologie, 
mit dem N-Terminus im Zytoplasma und dem C-Terminus im Lumen. Das daraus 
resultierende Spaltprodukt gp18LP, das sowohl im Zelllysat infizierter Zellen, als auch in 
infektiösen Partikeln nachgewiesen werden kann, korrelierte nicht mit den 
Molekulargewichten für die vorhergesagten SPK-Schnittstellen nach AS 86 (Flügel et al., 
1987; Wang und Mulligan, 1999) und AS 148 (Lindemann et al., 2001) im PFV Env-Protein. 
Im Gegensatz zum LP besitzt die TM-Untereinheit eine Typ-I-Membrantopologie, bei der der 
N-Terminus im Lumen und der C-Terminus im Zytoplasma lokalisiert sind und assoziiert 
vermutlich mit der intrazellulären SU-Untereinheit. Mutationsanalysen zeigten, dass die 
Spaltung der SU- und der TM-Untereinheit durch zelluläre Furin oder Furin-ähnliche 
Proteasen nach AS 571 im PFV Env-Protein erfolgt und für die Aktivierung der Fusogenität, 
nicht aber für den intrazellulären Transport und die Partikelfreisetzung essenziell ist  
(Bansal et al., 2000; Pietschmann et al., 2000).  
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Im folgenden Experiment sollte durch N-terminale Sequenzierung der PFV Env-
Untereinheiten die exakte LP/SU-Spaltstelle identifiziert und die SU/TM-Spaltstelle bestätigt 
werden. Gleichzeitig sollte geklärt werden, ob der SPK oder wie vermutet Furin oder Furin-
ähnliche Proteasen diese proteolytischen Spaltungen durchführen. 
4.1.1 Klonierung des Immunoadhäsionskonstruktes AD05 
Um ausreichende Mengen des PFV Env-Proteins für die N-terminale Sequenzierung der Env-
Untereinheiten isolieren zu können, wurde das eukaryotische Immunoadhäsionskonstrukt 
pAD05 hergestellt. pAD05 kodiert für das Immunoadhäsionsprotein AD05, in dem die 
extrazellulären Domänen des PFV Env-Proteins (AS 1-936) an die konstanten Domänen 
(Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a fusioniert sind (Abb. 4-1). Für diese Klonierung wurde 
das Fragment SFG HFVenv 936 CIgG2a IEGZ/KspAI/BamHI in das Vektorfragment 
AD01/KspAI/BamHI inseriert.  
   
 
 
   Abb. 4-1: Schematische Darstellung der Domänenorganisation des PFV Env-Proteins und des 
Immunoadhäsionsproteins AD05. Die drei Untereinheiten (LP, SU und TM) des PFV Env-Vorläuferproteins 
sind als Rechtecke dargestellt und farblich voneinander abgegrenzt. Das Immunoadhäsionsprotein AD05 enthält 
Anteile der extrazellulären Domänen des PFV Env-Proteins (AS 1-936), fusioniert an die konstanten Domänen 
(Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a, wie angedeutet. Die Arginine in den Furin-Konsensussequenzen (R-X-X-R) 
sind rot und die möglichen Spaltstellen durch eine gepunktete Linie dargestellt. Die Zahlen geben die erste bzw. 
letzte AS im Protein bzw. die Spaltstelle zwischen LP/SU und SU/TM an. LP: Leader-Peptid; SU: Oberflächen-
Untereinheit; TM: Transmembran-Untereinheit; h: hydrophobe Domäne des LP; FP: Fusionspeptid;  
MSD: membranspannende Domäne; mhcIgG2a: Maus IgG2a (Hinge, CH2, CH3),   : N-Glykosylierung 
 
4.1.2 Charakterisierung des Immunoadhäsionsproteins AD05 
Für die proteinbiochemische Analyse und die anschließende N-terminale Sequenzierung der 
PFV Env-Untereinheiten durch Edman-Abbau wurde das Plasmid pAD05 mittels 
Kalziumphosphat-Kopräzipitation in 293T-Zellen transfiziert. Nach 48 h wurde der zellfreie 
Zellkulturüberstand, der das sekretierte Immunoadhäsionsprotein AD05 enthielt, durch 
Zentrifugieren gewonnen. Das Protein wurde danach mittels Protein-A-
Affinitätschromatographie unter Verwendung von Protein-A-Sepharose aus 0,5 bis 1 ml 
Zellkulturüberstand aufgereinigt und mit PNGaseF behandelt. Als Negativkontrolle diente 
MSD FP h 
PFV Env 
LP SU TM 
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mittels Protein-A-Affinitätschromatographie aufgereinigter Zellkulturüberstand von 293T-
Zellen, transfiziert mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock). Für den 
Vergleich der PFV Env-Spaltprodukte des Immunoadhäsionsproteins AD05 mit den Partikel-
assoziierten PFV Env-Untereinheiten wurden 293T-Zellen mit den Expressionsvektoren 
pczDWP001 und pczHFVenv EM015 mittels PEI transfiziert und die PFV-Partikel aus dem 
nach 48 h gewonnenen zellfreien Zellkulturüberstand präpariert. Anschließend wurden die 
Proben zusammen in der SDS-PAGE mit anschließendem Westernblot analysiert. 
In der Westernblot-Analyse mit verschiedenen PFV Env spezifischen Antiseren oder dem 
Maus IgG spezifischen Antiserum wurden reaktive Banden mit einem Molekulargewicht von 
~150, ~90 und ~75 kDa detektiert (Abb. 4-2A-C; Spur 5). Das ~150 kDa Protein und seine 
deglykosylierte ~110 kDa Form konnten mit dem Maus IgG spezifischen Antikörper  
(Abb. 4-2A; Spur 2, 5) und dem PFV SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-2C; Spur 2, 5), 
jedoch nicht mit dem PFV LP spezifischen Antikörper (Abb. 4-2B; Spur 2, 5) nachgewiesen 
werden. Das ~90 kDa Protein und seine deglykosylierte ~52 kDa Form reagierten mit dem 
PFV SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-2C; Spur 2, 5), nicht aber mit dem Maus IgG 
spezifischen Antikörper (Abb. 4-2A; Spur 2, 5) oder PFV LP spezifischen Antikörper  
(Abb. 4-2B; Spur 2, 5). Das ~75 kDa Protein und seine deglykosylierte ~68 kDa Form 
konnten ausschließlich mit dem Maus IgG spezifischen Antikörper (Abb. 4-2A; Spur 2, 5) 
detektiert werden.  
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das ~150 kDa Protein das prozessiertes SU-TM-
mhcIgG2a-Zwischenprodukt ist, bei dem nur das LP abgespalten wurde, es sich bei dem 
~90 kDa Protein um die reife gp80 SU-Untereinheit handelt und das ~75 kDa Protein die TM-
mhcIgG2a-Untereinheit des Immunoadhäsionsproteins AD05 darstellt. Das gleiche 
elektrophoretische Laufverhalten der nativen (Abb. 4-2C; Spur 5, 6) und PNGaseF 
behandelten (Abb. 4-2C; Spur 2, 3) SU-Untereinheiten des Immunoadhäsionsproteins AD05 
und der viralen Partikel deutet darauf hin, dass die N- und C-terminale Prozessierung der SU-
Untereinheit des Immunoadhäsionsproteins AD05 identisch mit der des PFV Env-Proteins ist, 
das in das PFV-Partikel eingebaut wird. 
Für die N-terminale Sequenzierung der PFV Env-Untereinheiten wurde das 
Immunoadhäsionsprotein AD05 mittels Protein-A-Sepharose aus 5 ml Zellkulturüberstand 
aufgereinigt und konzentriert. Als Negativkontrolle diente mittels Protein-A-
Affinitätschromatographie aufgereinigter Zellkulturüberstand (5 ml) von 293T-Zellen, 
transfiziert mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock). Für die Westernblot-
Analyse mit anschließender Coomassie-Färbung wurde das Immunoadhäsionsprotein AD05 
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(Abb. 4-2D; Spur 1) zusammen mit der Negativkontrolle (mock, Abb. 4-2D, Spur 2) in der 
SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend auf eine PVDF-Membran transferiert. Durch 
Coomassie-Färbung der PVDF-Membran wurden die für das Immunoadhäsionsprotein AD05 
spezifischen Proteine mit einem Molekulargewicht von ~150 kDa (SU-TM-mhcIgG2a), 
~90 kDa (gp80SU) und ~75 kDa (TM-mhcIgG2a) sichtbar gemacht (Abb. 4-2D; Spur 1). Des 
Weiteren zeigten sich Banden mit einem Molekulargewicht von ~55 und ~28 kDa, die jedoch 
sowohl bei dem Immunoadhäsionsprotein AD05 als auch bei der Negativkontrolle (mock) 
nachgewiesen wurden (Abb. 4-2D; Spur 1, 2) und höchstwahrscheinlich die schwere und 





















































































































































































































































































































Abb. 4-2: Westernblot-Analyse des Immunoadhäsionsproteins AD05. 
Das Immunoadhäsionsprotein AD05 wurde mittels Protein-A-Affinitätschromatographie aus 0,5 bis 1 ml (A-C) 
und 5 ml (D) zellfreiem Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert mit dem Immunoadhäsionskonstrukt 
pAD05, aufgereinigt und mit PNGaseF behandelt. Als Negativkontrolle diente mittels Protein-A-
Affinitätschromatographie aufgereinigter Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert mit dem leeren 
retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock). Für die PFV-Partikel wurden 293T-Zellen mit den 
Expressionsvektoren pczDWP001 und pczHFVenv EM015 transfiziert und nach 48 h der zellfreie 
Zellkulturüberstand, aus dem anschließend die Partikel präpariert wurden, gewonnen. Die Proteinproben wurden 
anschließend zusammen in der SDS-PAGE getrennt. Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose- 
(A-C) oder PVDF-Membran (D), wurden diese im anschließendem Westernblot mit dem Maus IgG- (A), PFV 
Env LP- (B) und PFV Env SU (C) spezifischen Antikörper oder direkt mit Coomassie-Färbung (D) analysiert. 
 
Die N-terminale Sequenzierung der PFV Env-Untereinheiten wurde von der Firma Toplab 
(Martinsried, D) durchgeführt und offenbarte die N-terminalen AS-Sequenzen SLRM, 
SLRMQH bzw. SVDN der spezifischen ~150, ~90 und ~75 kDa Proteine des 
Immunoadhäsionsproteins AD05. Daraus resultiert, dass die PFV Env-LP/SU-Spaltung nach 
AS R126 in der minimalen Furin-Konsensussequenz R-I-A-R des gp130Env Vorläuferproteins 
erfolgt. Des Weiteren konnte die vorhergesagte PFV Env-SU/TM-Furin-Spaltstelle nach 
AS R571 bestätigt werden. Diese beiden Spaltungen des PFV Env-Vorläuferproteins erzeugen 
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die PFV Env SU-und TM-Untereinheit mit den N-terminalen Sequenzen SLRMQH und 
SVDNNY. 
Sequenzvergleiche der experimentell bestimmten LP/SU-Spaltstelle im PFV Env-Protein mit 
entsprechenden Regionen von Hüllglykoproteinen anderer FV-Spezies (Primaten, Rinder, 
Pferde und Katzen) zeigen das Vorhandensein von bis zu drei minimalen Furin-
Konsensussequenzen in allen Env-Proteinen (Abb. 4-3). Die N-terminale Sequenzierung zeigt 
deutlich, dass von den zwei sich im PFV Env-Protein überlappenden Furin-





































  Abb. 4-3: Sequenzvergleich der LP/SU-Furinspaltstelle und der flankierenden Regionen verschiedener 
FV-Spezies. Die Arginine (R) der minimalen Furin-Konsensussequenzen sind rot und identische AS durch 
Bindestriche dargestellt. Die LP/SU-Spaltstelle im PFV Env-Protein ist durch eine durchgezogene und die 
potenziellen Grenzen zwischen dem LP und der SU-Untereinheit anderer FV-Spezies durch eine gepunktete 
Linie gekennzeichnet. N-Glykosylierungsstellen (N2, N3) sind eingerahmt. Die Zahlen geben die flankierenden 
AS-Positionen an. LP: Leader-Peptid; SU: Oberflächen-Untereinheit 
 
Ergänzend sollten die Daten der N-terminalen Proteinsequenzierung durch Mutationsanalysen 
bestätigt und die Bedeutung der LP/SU-Spaltung hinsichtlich der PFV-Replikation untersucht 
werden. Hierfür wurden die Arginine (R123, R126, R129) der überlappenden minimalen Furin-
Konsensussequenzen im PFV Env-Protein und das Arginin (R122) unmittelbar vor der ersten 
minimalen Furin-Konsensussequenz einzeln und in Kombination mit Alanin substituiert. 
Analysen hinsichtlich der Proteinbiochemie und der Infektion bestätigten, dass ausschließlich 
die erste potenzielle Furin-Spaltstelle (R123-I-A-R126) genutzt wird (Duda et al., 2004). Des 
Weiteren zeigten sie, dass die Substitution des Arginins (R122A) N-terminal der minimalen 
Furin-Konsensussequenz im Vergleich zur SU-Untereinheit zu einem drastischen Anstieg an 
LP-SU-Proteinintermediaten führt, jedoch keinen Einfluss auf die Partikelfreisetzung und 
Infektiosität hat (Duda et al., 2004). Bei substituierten Argininen (R123A, R126A) innerhalb der 
minimalen Furin-Konsensussequenz kann nur die ungespaltene LP-SU-Untereinheit gefunden 
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werden und die Partikelfreisetzung und Infektiosität ist stark verringert (Duda et al., 2004). 
Im Gegensatz dazu ist bei substituiertem Arginin (R129A) C-terminal der minimalen Furin-
Konsensussequenz eine normale LP/SU-Spaltung, jedoch auch eine ähnliche verringerte 
Partikelfreisetzung und Infektiosität wie bei substituierten Argininen (R123A, R126A) in der 
Furin-Konsensussequenz zu beobachten (Duda et al., 2004). Die relativen Infektiositäten der 
mutierten PFV-Partikel ähneln unabhängig davon, ob die Arginine innerhalb oder C-terminal 
der minimalen Furin-Konsensussequenz substituiert wurden, den der wildtypischen PFV-
Partikel (Duda et al., 2004).  
4.2 Charakterisierung der PFV Env-Rezeptorbindungsdomäne 
Der Eintritt membranumhüllter Viren in die Zelle wird durch die Bindung der viralen 
Hüllglykoproteine an den Rezeptor auf der Zelloberfläche initiiert. Dabei führen 
Konformationsänderungen in den Hüllglykoproteinen zum Verschmelzen der Virusmembran 
mit der Zellmembran und zur Aufnahme des Kapsids in das Zytoplasma der Wirtszelle 
(McClure et al., 1988). Das FV Env-Protein ist in dieser Hinsicht keine Ausnahme und 
vermittelt die Anlagerung an die Wirtszelle durch Bindung an ein bisher unbekanntes 
zelluläres Rezeptormolekül. Die Biosynthese und Reifung des FV Env-Vorläuferproteins 
gp130Env ist sehr ungewöhnlich. Es wird als vollständiges Vorläuferprotein am rER 
synthetisiert und posttranslational durch zelluläre Furin oder Furin-ähnliche Proteasen in die 
drei Partikel-assoziierten Untereinheiten LP, SU und TM gespalten (Duda et al., 2004; 
Geiselhart et al., 2004). Elektronenmikroskopische Aufnahmen lassen vermuten, dass die FV 
Env-Proteine ähnlich wie andere virale Hüllglykoproteine trimere Komplexe in der Membran 
formen, die jeweils aus drei Kopien der einzelnen drei Untereinheiten bestehen (Wilk et al., 
2000). Genauere strukturelle Daten mit höherer Auflösung der FV Hüllglykoprotein-
Untereinheiten sind derzeit nicht verfügbar. Da bisher nur wenige funktionelle Analysen der 
extrazellulären FV Env-Domänen durchgeführt wurden, sollte in dieser Arbeit die PFV Env-
Rezeptorbindungsdomäne (RBD) mittels eines Zell-basierten Bindungsassays näher 
charakterisiert werden.  
4.2.1 Anwendung eines quantitativen FV Env-Bindungsassays 
Bisher konnte das für die Anheftung der FV-Partikel an die Wirtszelle genutzte zelluläre 
Rezeptormolekül noch nicht identifiziert werden. Ein Grund dafür ist der breite 
Wirtszelltropismus von FV, denn derzeit ist keine Zelllinie bekannt, die gegen FV-Eintritt 
resistent ist (Hill et al., 1999; Hooks und Gibbs, 1975; McClure und Erlwein, 1995). Es 
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konnte jedoch gezeigt werden, dass rekombinante Immunoadhäsionsproteine, die die LP-SU-
Domänen des Schimpansen FV-Isolats (SFVcpz), fusioniert an die schwere Kette des 
humanen IgG1 Fc Fragments, enthalten, spezifisch an permissive Zellen binden 
(Herchenröder et al., 1999). Basierend auf diesen Befunden wurde ein zell-basierter 
Bindungsassay angewandt, der die schnelle und quantitative Charakterisierung von 
verschiedenen Immunoadhäsionsproteinen hinsichtlich ihrer spezifischen Bindungskapazität 
an Zielzellen erlaubt (Abb. 4-4). Die Bindungskapazitäten der einzelnen 
Immunoadhäsionsproteine wurde dabei durchflusszytometrisch als mittlere Fluoreszenz nach 
Inkubation mit einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper 
ermittelt. Die zu analysierenden Immunoadhäsionsproteine enthalten verschiedene 
Subdomänen des PFV Env-Proteins, fusioniert an die konstanten Domänen (Hinge, CH2, 
CH3) des Maus IgG2a und ermöglichen so die Charakterisierung der PFV Env-RBD.  




   Abb. 4-4: Schematische Darstellung des Zell-basierten Bindungsassays für die schnelle und quantitative 
Charakterisierung von PFV Env-Immunoadhäsionsproteinen. Eine definierte Menge der einzelnen 
Immunoadhäsionsproteine wurde mit 1x105 Zellen auf Eis für 1 h inkubiert. Nach anschließendem Waschen 
wurden die Zellen mit einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper erneut 1 h auf Eis 
inkubiert. Nach einem zweiten Waschschritt wurden die Proben in der FACS-Analyse hinsichtlich ihrer 
Bindungskapazität an Zielzellen charakterisiert. PE: Phycoerythrin; mhcIgG2a: Maus IgG2a (Hinge, CH2, CH3); 
mIgG: Maus IgG 
 
In Abb. 4-5 sind repräsentative Ergebnisse eines Bindungsassay dargestellt, in dem 100 ng 
des Immunoadhäsionsproteins AD05, das die extrazellulären Domänen des PFV Env-Proteins 
(AS 1-936), fusioniert an die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a, 
enthält, eingesetzt wurde. Die Ergebnisse zeigten, dass das Immunoadhäsionsprotein AD05 
Zielzelle+ + 
Bindung keine Bindung 
+ + 
PFV Env-Protein ohne RBD 
mhcIgG2a Domäne 
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mit einem Signal, das ~280-fach über den der Negativkontrollen lag, spezifisch an 
HT1080 wt-Zellen bindet (Abb. 4-5). Als Negativkontrolle diente zum einen die gleiche 
Menge des Kontroll-Immunoadhäsionsproteins smhcIgG2a, dem im Vergleich zum 
Immunoadhäsions-protein AD05 die PFV Env-Domänen fehlen und das das 
Maus Interleukin 2 Signalpeptid enthält. Zum anderen wurde Zellkulturüberstand von 293T-
Zellen, transfiziert mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock) und Zellen, die 
ausschließlich mit einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper  
(2nd step only) inkubiert wurden, in gleichem Volumen verwendet (Abb. 4-5). 
   
 







































Abb. 4-5: Repräsentative FACS-Histogramme eines Bindungsassays. 
Im Bindungsassay wurden HT1080 wt-Zellen mit 100 ng des Immunoadhäsionsproteins AD05 und einem 
sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper inkubiert. Als Kontrollen dienten HT1080 wt-
Zellen, die anstelle des Immunoadhäsionsproteins AD05 mit FACS-Puffer (2nd
 
step only), mit 
Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock) 
oder mit dem Kontroll-Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a, das nur die konstanten Domänen (Hinge, CH2, 
CH3) des Maus IgG2a exprimiert (smhcIgG2a), inkubiert wurden. Detektiert wurde die mittlere Fluoreszenz in 
der durchflusszytometrischen Analyse. Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 300 µl. Die 
Werte in den FACS-Histogrammen geben die gemessenen mittleren Fluoreszenzen an. 
 
4.2.1.1 Charakterisierung der Bindungskapazität des Immunoadhäsionsproteins AD05 
an verschiedenen Zelllinien 
In einem ersten Experiment sollte die Bindungskapazität des Immunoadhäsionsproteins AD05 
an verschiedenen Zielzelllinien charakterisiert werden. Dafür wurden 293T-Zellen mit dem 
Plasmid pAD05 mittels Kalziumphosphat-Kopräzipitation transfiziert und der zellfreie 
Zellkulturüberstand, der das Immunoadhäsionsprotein AD05 enthielt, nach 48 h gewonnen. 
Danach wurde die Proteinkonzentration des Immunoadhäsionsproteins AD05 im 
Zellkulturüberstand bestimmt. Anschließend wurden 100 ng des Immunoadhäsionsproteins 
AD05 aus dem Zellkulturüberstand mit verschiedenen Zielzellen (HT1080 wt, BHK-21, 
293F, D17, CRFK und Cf2Th) und einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG 
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spezifischen Antikörper im Bindungsassay eingesetzt. Als Negativkontrolle diente wie oben 
beschrieben zum einen das Kontroll-Immunoadhäsionsprotein smhcIgG2a, Zellkultur-
überstand von 293T-Zellen, transfiziert mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ 
(mock) und Zellen, die ausschließlich mit einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG 
spezifischen Antikörper (2nd step only) inkubiert wurden. Das Gesamtvolumen der einzelnen 
Proben betrug jeweils 300 µl. 
Im Bindungsassay mit dem Immunoadhäsionsprotein AD05 wurde bei allen Zelllinien im 
Vergleich zu den Negativkontrollen eine mindestens 16-fach stärkere mittlere Fluoreszenz 
gemessen (Abb. 4-6). Das stärkste Signal, das ~170-fach über den Signalen der 
Negativkontrollen lag, wurden mit HT1080 wt-Zellen gemessen (Abb. 4-6). Dagegen konnten 
mit CRFK-, 293F- und D17-Zellen mittlere Fluoreszenzen detektiert werden, die  
~60- bis 130-fach über den Negativkontrollen lagen (Abb. 4-6). Das Immunoadhäsionsprotein 
AD05 zeigte mit Cf2Th- und BHK-21-Zellen die geringsten Signale, die jedoch noch  
~16-fach über den Kontrollsignalen lagen (Abb. 4-6).  





























  Abb. 4-6: Bestimmung der Bindungskapazitäten des Immunoadhäsionsproteins AD05 an verschiedenen 
Zielzellen. 293T-Zellen wurden mit dem Plasmid pAD05 transfiziert und der zellfreie Zellkulturüberstand nach 
48 h gewonnen. Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration des Immunoadhäsionsproteins AD05 im 
Zellkulturüberstand in der SDS-PAGE mit anschließendem Westernblot wurden 100 ng des 
Immunoadhäsionsproteins AD05 im Bindungsassay mit verschiedenen Zelllinien und einem PE-konjugierten 
Maus IgG spezifischen Antikörper eingesetzt. Als Kontrollen dienten Zellen, die anstelle des 
Immunoadhäsionsproteins AD05 mit FACS-Puffer (2nd step only), mit Zellkulturüberstand von 293T-Zellen 
transfiziert mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock) oder mit dem Kontroll-
Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a, das nur die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a 
exprimiert (smhcIgG2a), inkubiert wurden. In der durchflusszytometrischen Analyse wurde die mittlere 
Fluoreszenz detektiert. Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 300 µl. Dargestellt sind die 
Mittelwerte mit Standardabweichung von jeweils drei unabhängigen Experimenten. 
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Diese Daten zeigen, dass das Immunoadhäsionsprotein AD05 an alle Zielzelllinien spezifisch, 
jedoch mit unterschiedlicher Effizienz bindet. Die Signalstärke des Immunoadhäsionsproteins 
AD05 war an HT1080 wt-Zellen am größten. Bei allen Negativkontrollen konnte keine 
spezifische Bindung an Zielzellen nachgewiesen werden, sodass das detektierte Signal des 
Immunoadhäsionsproteins AD05 auf eine spezifische Bindung an die Zielzellen 
zurückzuführen ist. 
4.2.1.2 Bestimmung der minimalen Proteinmenge und der Bindungsspezifität eines 
Immunoadhäsionsproteins im Bindungsassay 
In einem weiteren Experiment sollte zum einen die minimale Proteinmenge eines 
Immunoadhäsionsproteins bestimmt werden, bei der ein deutlich positives Signal im 
Bindungsassay zu detektieren ist und zum anderen, aufgrund des breiten Wirtszelltropismus 
von FV, gleichzeitig dessen Bindungsspezifität überprüft werden. Hierfür wurde die 
Bindungskapazität des Immunoadhäsionsproteins AD01, das die extrazellulären Domänen des 
PFV Env-Proteins (AS 1-567), fusioniert an die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des 
Maus IgG2a, enthält, in Abhängigkeit von der Proteinmenge (1.000 ng bis 51 pg) im 
Bindungsassay analysiert. Als Zielzellen wurden HT1080 wt-Zellen verwendet, mit denen das 
Immunoadhäsionsprotein AD05 die stärksten Signale zeigte (Abb. 4-6). Für die Überprüfung 
der Bindungsspezifität diente eine HT1080 Env-Zellpopulation, die eine PFV Env-IRES-
EGFP-Zeocin-Kassette besitzt und somit das PFV Env-Protein stabil exprimiert und eine 
Superinfektionsresistenz gegen MuLV FV Env-Pseudotypen vermittelt (Berg et al., 2003). 
Durch die Interaktion des zellulären Rezeptors mit dem PFV-Env Protein in diesen Zellen 
werden die vom Rezeptor kodierten Env-Protein-Bindungsstellen blockiert. Dies führt zu 
einer verringerten Bindung der Immunoadhäsionsproteine an die Zellen. Als Kontroll-
Zellpopulation dienten HT1080 EGZ-Zellen, die im Gegensatz zu HT1080 Env-Zellen eine 
IRES-EGFP-Zeocin-Kassette ohne PFV Env-Protein exprimieren.  
Für diese Analysen wurden 293T-Zellen mit dem Immunoadhäsionskonstrukt pAD01 mittels 
Kalziumphosphat-Kopräzipitation transfiziert. Nach 48 h wurde der zellfreie 
Zellkulturüberstand, der das Immunoadhäsionsprotein AD01 enthielt, gewonnen und die 
Proteinkonzentration bestimmt. Der Zellkulturüberstand wurde anschließend im 
Bindungsassay mit HT1080 wt-, HT1080 Env- und HT1080 EGZ-Zellen und einem 
sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper eingesetzt. Als 
Negativkontrolle diente zum einen erneut wie oben beschrieben das
  Ergebnisse 
  75 
Kontroll-Immunoadhäsionsprotein smhcIgG2a. Zum anderen wurde Zellkulturüberstand von 
293T-Zellen, transfiziert mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock), Zellen, 
die ausschließlich mit einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper 
(2nd step only) oder mit FACS-Puffer (Zellen) inkubiert wurden, verwendet. Von den 
Negativkontrollen wurden die Mengen bzw. Volumina im Vergleich zur 1000 ng Probe des 
Immunoadhäsionsproteins AD01 mitgeführt. Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben 
betrug jeweils 1.270 µl. 
Beim Einsatz von 1.000 ng des Immunoadhäsionsproteins AD01 wurde im Vergleich zu den 
Negativkontrollen ein ~100-fach stärkeres Signal bei HT1080 wt-Zellen detektiert, das mit 
abnehmender Proteinmenge immer schwächer wurde (Abb. 4-7). Mit einer Proteinmenge von 
37 ng bzw. 12,3 ng konnte ein ~10- bzw. ~3-fach stärkeres Signal gegenüber den 
Negativkontrollen gemessen werden (Abb. 4-7).  




























  Abb. 4-7: Bestimmung der minimalen Proteinmenge des Immunoadhäsionsproteins und der 
Bindungsspezifität im Bindungsassay. 293T-Zellen wurden mit dem Immunoadhäsionskonstrukt pAD01 
transfiziert und der zellfreie Zellkulturüberstand nach 48 h gewonnen. Die Proteinkonzentration des 
Immunoadhäsionsproteins AD01 im Zellkulturüberstand wurde in der SDS-PAGE mit anschließendem 
Westernblot bestimmt. Im Bindungsassay wurden 1.000 ng bis 51 pg des Immunoadhäsionsproteins AD01 mit 
nicht modifizierten HT1080 wt-Zellen, HT1080 Env-Zellen, die eine PFV Env-IRES-EGFP-Zeocin-Kassette 
stabil exprimieren und HT1080 EGZ-Zellen, die eine IRES-EGFP-Zeocin-Kassette stabil exprimieren und einem 
PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper eingesetzt. Als Kontrollen dienten Zellen, die anstelle des 
Immunoadhäsionsproteins AD01 mit FACS-Puffer (2nd
 
step), mit Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, 
transfiziert mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock) oder mit dem Kontroll-
Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a, das nur die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a 
exprimiert (smhcIgG2a), inkubiert wurden. In der durchflusszytometrischen Analyse wurde die mittlere 
Fluoreszenz detektiert. Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 1.270 µl. Dargestellt sind die 
Mittelwerte mit Standardabweichung von jeweils drei unabhängigen Experimenten. 
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Geringere Proteinmengen des Immunoadhäsionsproteins AD01 zeigten eine mittlere 
Fluoreszenz maximal 2-fach über den Signalen der Negativkontrollen (Abb. 4-7). Diese 
Daten zeigen, dass die Bindungskapazität des Immunoadhäsionsproteins AD01 an 
HT1080 wt-Zellen, gemessen als mittlere Fluoreszenz, proportional zur eingesetzten 
Proteinmenge ist. Die minimale Proteinmenge, bei der noch eine geringe Bindung zu 
detektieren war, betrug 12,3 ng (Abb. 4-7). 
Mit der HT1080 EGZ-Zellpopulation wurden ähnliche Signale wie mit HT1080 wt-Zellen 
gemessen (Abb. 4-7). Im Gegensatz dazu nahm mit der HT1080 Env-Zellpopulation und 
abnehmender Proteinmenge die mittlere Fluoreszenz deutlich schneller ab (Abb. 4-7). Bereits 
mit 111,10 ng des Immunoadhäsionsproteins AD01 war das mittlere Fluoreszenzsignal im 
Vergleich mit HT1080 EGZ-Zellen ~10-fach geringer (Abb. 4-7). Diese Daten zeigen die 
Möglichkeit des Bindungsassays, Unterschiede in den spezifischen Bindungskapazitäten der 
verschiedenen PFV Env-Immunoadhäsionsproteine an Zielzellen zu detektieren, um die PFV 
Env-RBD zu charakterisieren. 
4.2.1.3 Einfluss der Aufreinigung eines Immunoadhäsionsproteins auf deren 
Bindungskapazität an Zielzellen 
Für die Analyse der einzelnen Immunoadhäsionsproteine hinsichtlich ihrer 
Bindungskapazitäten an HT1080 wt-Zellen ist deren Sekretion in den Zellkulturüberstand 
essenziell. Für die Analyse von Immunoadhäsionsproteinen, die aufgrund von N- und  
C-terminalen Verkürzungen, internen Deletionen oder Punktmutationen im PFV Env-Protein 
nicht effizient in den Zellkulturüberstand transfizierter 293T-Zellen sekretiert wurden, sollten 
diese mittels Protein-A-Affinitätschromatographie aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigt 
werden.  
Deshalb wurde in einem weiteren Experiment der Einfluss der Aufreinigung der 
Immunoadhäsionsproteine AD05 und AD01 auf die Bindungskapazität an HT1080 wt-Zellen 
untersucht. Dafür wurden die Immunoadhäsionskonstrukte pAD05 und pAD01 mittels 
Kalziumphosphat-Kopräzipitation in 293T-Zellen transfiziert und die zellfreien Zellkultur-
überstände nach 48 h gewonnen. Anschließend wurden die Immunoadhäsionsproteine AD05 
und AD01 mittels Protein-A-Affinitätschromatographie aus je 5 ml Zellkulturüberstand 
aufgereinigt und die Proteinkonzentration sowohl der aufgereinigten, als auch der in den 
Zellkulturüberstand sekretierten Immunoadhäsionsproteine AD05 und AD01 bestimmt. Im 
Bindungsassay wurden je 100 ng der in den Zellkulturüberstand sekretierten und der 
aufgereinigten und konzentrierten Immunoadhäsionsproteine AD05 und AD01 mit 
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HT1080 wt-Zellen und einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper 
eingesetzt. Als Negativkontrollen wurde einerseits das in den Zellkulturüberstand sekretierte 
Kontroll-Immunoadhäsionsprotein smhcIgG2a direkt und andererseits aufgereinigtes Kontroll-
Immunoadhäsionsprotein smhcIgG2a verwendet. Für weitere Kontrollen wurden Zellen mit 
Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert mit dem leeren retroviralen Vektor 
pczCFG5 IEGZ (mock), mit einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen 
Antikörper (2nd step only) oder mit FACS-Puffer (HT1080 wt) inkubiert. Von den 
Negativkontrollen wurden die Mengen bzw. Volumina im Vergleich zur 100 ng Probe der 
Immunoadhäsionsproteine AD05 und AD01 mitgeführt. Das Gesamtvolumen der einzelnen 
Proben betrug jeweils 300 µl. 
Im Bindungsassay war das Signal des aufgereinigten Immunoadhäsionsprotein AD05 
maximal 2-fach schwächer als das des nicht aufgereinigten, in den Zellkulturüberstand 
sekretierten Immunoadhäsionsproteins AD05, mit dem eine mittlere Fluoreszenz ~400-fach 
über den Signalen der Negativkontrollen gemessen wurde (Abb. 4-8).  
  





























  Abb. 4-8: Bestimmung der Bindungskapazitäten von in den Zellkulturüberstand sekretierten und von 
aufgereinigten und konzentrierten Immunoadhäsionsproteinen AD05 und AD01. 293T-Zellen wurden mit 
den Immunoadhäsionskonstrukten pAD05 und pAD01 transfiziert und die zellfreien Zellkulturüberstände nach 
48 h gewonnen. Anschließend wurden die Immunoadhäsionsproteine mittels Protein-A-
Affinitätschromatographie aus 5 ml Zellkulturüberstand aufgereinigt und konzentriert. Danach wurde die 
Proteinkonzentration der aufgereinigten und konzentrierten und der in den Zellkulturüberstand sekretierten 
Immunoadhäsionsproteine AD05 und AD01 bestimmt. Im Bindungsassay wurden je 100 ng 
Immunoadhäsionsprotein mit HT1080 wt-Zellen und einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen 
Antikörper eingesetzt. Als Negativkontrollen dienten zum einen das ebenfalls aufgereinigte und zum anderen das 
in den Zellkulturüberstand sekretierte Kontroll-Immunoadhäsionsprotein smhcIgG2a. Für weitere Kontrollen 
wurden HT1080 wt-Zellen anstelle der Immunoadhäsionsproteine AD05 und AD01 mit FACS-Puffer (2nd step 
only) oder mit Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert mit dem leeren retroviralen Vektor 
pczCFG5 IEGZ (mock) inkubiert. In der durchflusszytometrischen Analyse wurde die mittlere Fluoreszenz 
detektiert. Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 300 µl. Dargestellt sind die Mittelwerte mit 
Standardabweichung von jeweils drei unabhängigen Experimenten. ∗: Immunoadhäsionsprotein, das mittels 
Protein-A-Affinitätschromatographie aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigt wurde. 
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Die Signale des aufgereinigten und des in den Zellkulturüberstand sekretierten 
Immunoadhäsionsproteins AD01 waren ähnlicher Intensität und lagen ~34-fach über den der 
Negativkontrollen (Abb. 4-8).  
Diese Daten zeigen, das die aufgereinigten und konzentrierten Immunoadhäsionsproteine 
AD05 und AD01 gegenüber den in den Zellkulturüberstand sekretierten 
Immunoadhäsionsproteinen AD05 und AD01 mit nicht einmal 2-fach geringerer bzw. 
gleicher Effizienz spezifisch an die HT1080 wt-Zellen binden. 
4.2.1.4 Einfluss von virushaltigen Zellkulturüberständen auf die Bindungskapazität 
eines Immunoadhäsionsproteins 
Zuletzt sollte in einem Kompetitionsbindungsassay der Einfluss von virushaltigen 
Zellkulturüberständen auf die Bindungskapazität des Immunoadhäsionsproteins AD01 
untersucht werden. Dazu sollten Zellkulturüberstände eingesetzt werden, die zum einen PFV-
Partikel, pseudotypisiert mit (PFV Env) bzw. ohne (PFV Env−) PFV Env-Protein, und zum 
andern MuLV-Partikel, pseudotypisiert mit amphotropen MuLV Env-Protein (MuLV) bzw. 
VSV-G Env-Protein (VSV-G), enthielten. Dafür wurden 293T-Zellen mit den entsprechenden 
Vektoren und Plasmiden mittels PEI transfiziert (Tab. 4-1) und die zellfreien virushaltigen 
Zellkulturüberstände nach 48 gewonnen. Die Partikel in den Zellkulturüberständen wurden 
durch Zentrifugieren 30-fach konzentriert und im Kompetitionsbindungsassay zusammen mit 
6,25 bis 25 ng des Immunoadhäsionsproteins AD01, HT1080 wt-Zellen und einem 
sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper eingesetzt. Der in diesem 
Experiment verwendete Zellkulturüberstand mit dem Immunoadhäsionsprotein AD01 
stammte aus dem Experiment zur Bestimmung der minimalen Proteinmenge. Als Kontrolle 
diente zum einen Zellkulturmedium, das anstatt der virushaltigen Zellkulturüberstände mit 
dem Immunoadhäsionsprotein AD01 eingesetzt wurde und zum anderen HT1080 wt-Zellen, 
die nur mit einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper inkubiert 
wurden (2nd step only). Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 430 µl. 
Tab. 4-1: Transfektionsschema für die Herstellung von virushaltigen Zellkulturüberständen 
virushaltiger Zellkulturüberstand transfizierte Vektoren und Plasmide 
PFV Env pczDL001 
PFV Env− puc2MD9, pcziPol, p6iPGM3 
MuLV pHIT60, pczCFG2fEGN, pcziMEA 
VSV-G pHIT60, pczCFG2fEGN, pczVSV-G 
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Im Bindungsassay zeigten 25 ng des Immunoadhäsionsproteins AD01 inkubiert mit 
Zellkulturmedium ein ~12-fach stärkeres Signal als das Kontroll-Immunoadhäsionsprotein 
smhcIgG2a (Abb. 4-9). Das Signal ging mit abnehmender Proteinmenge bis auf ~3-fach über 
das der Kontrollen zurück (Abb. 4-9). Die mittleren Fluoreszenzen des 
Immunoadhäsionsproteins AD01, koinkubiert mit PFV Env-partikelhaltigem 
Zellkulturüberstand, waren unabhängig von der verwendeten Proteinmenge drastisch 
reduziert und lagen nur noch ~1- bis 2-fach über den der Kontrollen (Abb. 4-9). Die Signale 
der Proben, die mit dem Immunadhäsionsprotein AD01 und mit PFV Env−-, MuLV- oder 
VSV-G-partikelhaltigen Zellkulturüberständen koinkubiert wurden, waren unabhängig von 
der eingesetzten Proteinmenge nur ~2-fach schwächer als die Signale der entsprechenden 
Proben, die nur mit dem Immunoadhäsionsprotein AD01-haltigen Zellkulturüberstand 



































 Abb. 4-9: Bestimmung des Einflusses von viruhaltigen Zellkulturüberständen auf die 
Bindungskapazitäten des Immunoadhäsionsproteins AD01. 293T-Zellen wurden mit den entsprechenden 
Plasmiden und Vektoren transfiziert und die virushaltigen Zellkulturüberstände nach 48 h gewonnen. Die 
Partikel in den Zellkulturüberständen wurden aufkonzentriert und zusammen mit verschiedenen Proteinmengen 
des Immunoadhäsionsproteins AD01, HT1080 wt-Zellen und einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG 
spezifischen Antikörper im Kompetitionsbindungsassay eingesetzt. Als Kontrolle diente Zellkulturmedium, dass 
anstatt der virushaltigen Zellkulturüberstände mit dem Immunoadhäsionsprotein AD01 eingesetzt wurde. In der 
durchflusszytometrischen Analyse wurde die mittlere Fluoreszenz detektiert Das Gesamtvolumen der einzelnen 
Proben betrug jeweils 430 µl. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von jeweils drei 
unabhängigen Experimenten. 
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Diese Daten zeigen, dass die Bindungskapazität des Immunoadhäsionsproteins AD01 durch 
die Inkubation mit PFV Env-partikelhaltigem Zellkulturüberstand nahezu komplett gehemmt 
wird. Im Gegensatz dazu geht die spezifische Bindung des Immunoadhäsionsproteins AD01 
an HT1080 wt-Zellen bei Inkubation mit PFV-Partikeln ohne Env-Protein und bei MuLV-
Partikeln, pseudotypisiert mit amphotropen MuLV Env-Protein oder VSV-G Env-Protein, nur 
geringfügig zurück. 
4.2.2 PFV Env SU-Untereinheit vermittelt spezifische Zellbindung an 
HT1080 wt-Zellen 
Im Gegensatz zu anderen retroviralen Hüllglykoproteinen ist beim PFV Env-Protein neben 
der prozessierten SU- und TM-Untereinheit auch das prozessierte LP Partikel-assoziiert. Um 
zu bestimmen, welche PFV Env-Domänen für die Interaktion mit dem bisher unbekannten 
zellulären Rezeptor essenziell sind, sollten unterschiedliche PFV Env-
Immunoadhäsionsproteine hinsichtlich ihrer Bindungskapazität an HT1080 wt-Zellen 
analysiert werden. 
4.2.2.1 Klonierung der PFV Env-Immunoadhäsionskonstrukte 
Die unterschiedlichen PFV Env-Immunoadhäsionsproteine enthalten verschiedene Anteile der 
extrazellulären Domänen des PFV Env-Proteins, fusioniert an die konstanten Domänen 
(Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a (Abb. 4-10). Die Immunoadhäsionsproteine AD05 und 
AD08 enthalten die extrazellulären Domänen des PFV Env-Proteins (AS 1-936 bzw. 
AS 1-918) und somit das komplette LP und die SU-Untereinheit, sowie die TM-Untereinheit 
bis auf die C-terminalen 52 bzw. 70 AS (Abb. 4-10). Im Vergleich dazu fehlt den 
Immunoadhäsionsproteinen AD01, AD02, AD3.1 und AD04 die komplette PFV Env TM-
Untereinheit sowie die SU/TM-Spaltstelle (Abb. 4-10). Im Gegensatz zum 
Immunoadhäsionsprotein AD01, das das komplette LP enthält, fehlen dem 
Immunoadhäsionsprotein AD02 die N-terminalen 25 AS des LP (Abb. 4-10). Im PFV Env-
Protein volle Länge Kontext führte diese Mutation zu einer verbesserten 
Oberflächenexpression (Lindemann et al., 2001), sodass zu erwarten war, dass das 
Immunoadhäsionsprotein AD02 eine erhöhte Sekretion aufweist. Bei den 
Immunoadhäsionsproteinen AD3.1 und AD04 wurde das PFV Env LP und N-terminale 
Bereiche der SU-Untereinheit (AS 1-138) durch heterologe Signalsequenzen der leichten 
Kette des Igκ mit HA-Tag (AD3.1) und des Maus Interleukin 2 (AD04) ersetzt (Abb. 4-10).  
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   Abb. 4-10: Schematische Darstellung des PFV Env-Proteins und der verschiedenen 
Immunoadhäsionsproteine. Die drei Untereinheiten (LP, SU und TM) des PFV Env-Vorläuferproteins sind als 
Rechtecke dargestellt und farblich voneinander abgegrenzt. Die unterschiedlichen FV Env-
Immunoadhäsionsproteine enthalten verschiedene Anteile der extrazellulären Domänen des PFV Env-Proteins, 
fusioniert an die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a, wie angedeutet. Bei den 
Immunoadhäsionsproteinen AD3.1 und AD04 wurde das PFV Env LP und N-terminale Bereiche der SU-
Untereinheit wie angezeigt durch heterologe Signalsequenzen des Igκ mit HA-Tag (AD3.1) und des Maus 
Interleukin 2 (AD04) ersetzt. Die Zahlen geben die erste bzw. letzte AS im Protein bzw. die Spaltstelle zwischen 
LP/SU und SU/TM an. LP: Leader-Peptid; SU: Oberflächen-Untereinheit; TM: Transmembran-Untereinheit; h: 
hydrophobe Domäne des LP; FP: Fusionspeptid; MSD: membranspannende Domäne; mhcIgG2a: Maus IgG2a 
(Hinge, CH2, CH3); Igκ: Signalpeptid der Maus IgG Kappa leichten Kette; mIL2: Maus Interleukin 2 
Signalpeptid; HA: Hämagglutinin-A-Epitop-Tag;   : N-Glykosylierung 
 
Dem Kontroll-Immunoadhäsionsprotein smhcIgG2a fehlen im Gegensatz zum AD04 die 
kompletten PFV Env-Domänen (Abb. 4-10). Die PFV Env-Immunoadhäsionskonstrukte 
leiten sich von dem MuLV-basierten retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ ab.  
Die Klonierung für das Konstrukt pAD05, das für das Immunoadhäsionsprotein AD05 
kodiert, ist in Abschnitt 4.1.1 aufgezeigt und das für das Immunoadhäsionsprotein AD08 
kodierende Konstrukt pAD08 lag bereits vor.  
Für das Konstrukt pAD01, das für das Immunoadhäsionsprotein AD01 kodiert, wurde der 
Vektor pczCFG5 IEGZ nach dem ersten Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym 
BamHI mit dem Klenow-Fragment behandelt, wodurch die 5’-Überhänge abgedaut und 
stumpfe Enden erzeugt wurden. Anschließend wurde das Vektorfragment mit dem 
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Restriktionsenzym EcoRI gespalten und die Fragmente pczCFG5 HFVenv EM020 IHY 
EG/EcoRI/SacI, pczCFG5 HFE-4 EM070 cHis IEGZ/SacI/BamHI und SFG-
sIgG2a/BamHI/EcoRV in das Vektorfragment inseriert. 
Für die Klonierung des Konstruktes pAD02, das für das Immunoadhäsionsprotein AD02 
kodiert, wurden die Fragmente pczCFG5 HFE-4 EM070 cHis IEGZ/EcoRI/BamHI und SFG-
sIgG2a/BamHI/EcoRV in das Vektorfragment pczCFG5 IEGZ/EcoRI/BamHI/Klenow, das 
schon für die Klonierung von pAD01 verwendet wurde, inseriert.  
Das Konstrukt pAD3.1 wurde durch die Insertion der Fragmente pDisplay/EcoRI/Cfr9I und 
PCR AD3.1/Cfr9I/KspAI in das Vektorfragment pAD02/EcoRI/KspAI hergestellt und kodiert 
für das Immunoadhäsionsprotein AD3.1. Analog dazu wurden die Fragmente SFG-
sIgG2a/AgeI/NcoI und PCR AD3.1/NcoI/KspAI in das Vektorfragment pAD02/AgeI/KspAI 
für die Herstellung von pAD04, das für das Immunoadhäsionsprotein AD04 kodiert, kloniert. 
Zur Amplifizierung des PCR-Produktes PCR AD3.1 wurde das Plasmid 
pczCFG5 HFVenv EM020 IHY EG als Matrize mit den Primern 2078 und 1783 verwendet. 
Alle amplifizierten Konstruktbereiche wurden durch Sequenzierung auf ihre Richtigkeit 
überprüft. 
4.2.2.2 Proteinbiochemische Analyse der Immunoadhäsionsproteine 
Für die proteinbiochemische Analyse und die anschließende Bestimmung der 
Proteinkonzentration der verschiedenen Immunoadhäsionsproteine im Zellkulturüberstand 
wurden die Plasmide pczCFG5 IEGZ, psmhcIgG2a, pAD05, pAD08, pAD01, pAD02, pAD3.1 
und pAD04 mittels Kalziumphosphat-Kopräzipitation in 293T-Zellen transfiziert. Nach 48 h 
wurden die Zelllysate und die zellfreien Zellkulturüberstände der transfizierten 293T-Zellen 
gewonnen und die Expression und Sekretion der Immunoadhäsionsproteine smhcIgG2a, 
AD05, AD08, AD01, AD02, AD3.1 und AD04 in der SDS-PAGE mit anschließendem 
Westernblot analysiert.  
Die Westernblot-Analyse mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper (Abb. 4-11A, 
Spur 3-8, 11-16) und dem PFV Env SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-11B; Spur 3-8,  
11-16) zeigte die Expression und die effiziente Sekretion von allen 
Immunoadhäsionsproteinen. 
Für die Immunoadhäsionsproteine AD05 und AD08, denen die C-terminalen 52 bzw. 70 AS 
der TM-Untereinheit fehlen, konnte sowohl im Zelllysat als auch im Zellkulturüberstand mit 
dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper (Abb. 4-11A; Spur 3, 4, 11, 12) und dem PFV 
Env SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-11B; Spur 3, 4, 11, 12) eine reaktive Bande mit 
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einem Molekulargewicht von ~170 kDa detektiert werden. Diese Bande wurde mit dem PFV 
Env LP spezifischen Antikörper jedoch ausschließlich im Zelllysat (Abb. 4-11C; Spur 3, 4, 
11, 12) detektiert. Des Weiteren konnten ausschließlich mit dem PFV Env LP spezifischen 
Antikörper weitere Banden mit einem Molekulargewicht von ~18 kDa (Abb. 4-11C;  
Spur 3, 4) und ~14 kDa (Abb. 4-11C; Spur 3) nachgewiesen werden, die jedoch beide im 
Zellkulturüberstand (Abb. 4-11C; Spur 11, 12) fehlten.  




















































9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
TM-mhcIgG2a
smhcIgG2a
LP-SU-mhcIgG2a   
LP-SU-TM-mhcIgG2a







































































































































































































































































   Abb. 4-11: Westernblot-Analyse der verschiedenen Immunoadhäsionsproteine.  
293T-Zellen wurden mit den einzelnen Immunoadhäsionskonstrukten transfiziert und die nach 48 h gewonnenen 
Zelllysate (80 µl, Spur 3-8) und die zellfreien Zellkulturüberstände (100 µl, Spur 11-16) in der SDS-PAGE mit 
anschließendem Westernblot analysiert. Als Kontrolle diente Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert 
mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock; Spur 1, 9) oder dem Kontroll-
Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a (smhcIgG2a; Spur 2, 10). Der immunologische Nachweis der Proteine 
erfolgte mit dem Maus IgG (Fcγ)- (A), PFV Env SU- (B) und PFV Env LP (C) spezifischen Antikörper.  
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Eine weitere reaktive Bande mit einem Molekulargewicht von ~80 kDa wurde im Zelllysat 
und im Zellkulturüberstand mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper (Abb. 4-11A; 
Spur 3, 4, 11, 12), jedoch nicht mit dem PFV Env SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-11B; 
Spur 3, 4, 11, 12) nachgewiesen. Dagegen konnte im Zellkulturüberstand eine Bande mit 
einem Molekulargewicht von ~110 kDa nur mit dem PFV Env SU spezifischen Antikörper 
(Abb. 4-11B; Spur 11, 12) detektiert werden, die im Zelllysat fehlte (Abb. 4-11B; Spur 3, 4). 
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass es sich bei dem ~170 kDa Protein im Zelllysat um 
das unprozessierte Vorläuferprotein LP-SU-TM-mhcIgG2a und im Zellkulturüberstand um das 
SU-TM-mhcIgG2a-Protein, bei dem das LP N-terminal abgespalten wurde, handelt. 
Das ~80 kDa Protein stellt das vollständig prozessierte TM-mhcIgG2a-Protein und das 
~110 kDa Protein die prozessierte PFV Env SU-Untereinheit (gp80SU) dar. Die ~18 und 
14 kDa Proteine zeigen das prozessierte LP in glykosylierter (gp18LP) und nicht glykosylierter 
Form (p14LP). 
Bei den Immunoadhäsionsproteinen, denen die komplette TM-Untereinheit (AD01) bzw. 
noch zusätzlich die N-terminalen 25 AS (AD02) fehlen, konnten mit dem Maus IgG (Fcγ) 
spezifischen Antikörper (Abb. 4-11A; Spur 5, 6, 13, 14) und dem PFV Env SU spezifischen 
Antikörper (Abb. 4-11B; Spur 5, 6, 13, 14) im Zelllysat und im Zellkulturüberstand eine 
reaktive Bande mit einem Molekulargewicht von ~135 kDa nachgewiesen werden. Diese 
Bande wurde mit dem PFV Env LP spezifischen Antikörper (Abb. 4-11C; Spur 5, 6) im 
Zelllysat, jedoch nicht im Zellkulturüberstand (Abb. 4-11C; Spur 13, 14) nachgewiesen. 
Im Zelllysat konnten neben der ~135 kDa Bande zwei weitere Banden mit einem 
Molekulargewicht von ~18 und 14 kDa mit dem PFV Env LP spezifischen Antikörper  
(Abb. 4-11C; Spur 5) nachgewiesen werden, die jedoch beide im Zellkulturüberstand  
(Abb. 4-11C; Spur 11) fehlten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich bei den 
~135 kDa Proteinen im Zelllysat um die unprozessierten LP-SU-mhcIgG2a-Vorläuferproteine 
der Immunoadhäsionsproteine AD01 und AD02 handelt. Dagegen stellen die ~135 kDa 
Proteine im Zellkulturüberstand die prozessierten SU-TM-mhcIgG2a-Proteinintermediate der 
Immunoadhäsionsproteine AD01 und AD02 dar. Die ~18 und 14 kDa Proteine zeigen das 
prozessierte LP in glykosylierter (gp18LP) und nicht glykosylierter Form (p14LP). 
Bei den Immunoadhäsionsproteinen AD3.1 und AD04, denen die komplette PFV Env TM-
Untereinheit fehlt und die die N-terminalen 138 AS des PFV Env-Proteins durch verschiedene 
Signalpeptide ersetzt haben, konnten im Zelllysat stärkere reaktive Banden mit einem 
Molekulargewicht von ~120 kDa und schwächere reaktive Banden mit einem 
Molekulargewicht von ~130 kDa mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper  
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(Abb. 4-11A; Spur 7, 8) und dem PFV Env SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-11B;  
Spur 7, 8), jedoch nicht mit dem PFV Env LP spezifischen Antikörper (Abb. 4-11C;  
Spur 7, 8) detektiert werden. Im Gegensatz dazu wurde im Zellkulturüberstand mit dem Maus 
IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper (Abb. 4-11A; Spur 15, 16) und dem PFV Env SU 
spezifischen Antikörper (Abb. 4-11B; Spur 15, 16) nur die ~130 kDa Bande nachgewiesen. 
Diese wurde nicht mit dem PFV Env LP spezifischen Antikörper (Abb. 4-11C; Spur 15, 16) 
detektiert. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass es sich sowohl bei dem ~120 kDa Protein als 
auch bei dem ~130 kDa Protein im Zelllysat und im Zellkulturüberstand um das SU-
mhcIgG2a-Protein handelt.  
In diesem und in nachfolgenden Westernblot-Analysen wurde bei dem Kontroll-
Immunoadhäsionsprotein smhcIgG2a sowohl im Zelllysat (Abb. 4-11A; Spur 2) als auch im 
Zellkulturüberstand (Abb. 4-11A; Spur 10) eine reaktive Bande mit einem Molekulargewicht 
von ~35 kDa ausschließlich mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper (Abb. 4-11; 
Spur 2, 10) detektiert. Bei dieser Bande handelt es sich um die exprimierten bzw. sekretierten 
konstanten Domänen des Maus IgG2a.  
Für die Quantifizierung der Proteinkonzentration der einzelnen Immunoadhäsionsproteine im 
Zellkulturüberstand wurde eine IgG2a Proteinstandardreihe mitgeführt. Diese wurde nur mit 
dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper (Abb. 4-11A; Spur 17-21), jedoch nicht mit 
dem PFV Env SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-11B; Spur 17-21) und dem PFV Env LP 
spezifischen Antikörper (Abb. 4-11C; Spur 17-21) detektiert. 
In einem zusätzlichen Experiment sollte die Frage geklärt werden, ob die ähnliche 
elektrophoretische Mobilität des unprozessierten und prozessierten Immunoadhäsionsproteins 
AD01 und die unterschiedliche elektrophoretische Mobilität des Immunoadhäsionsproteins 
AD3.1 im Zelllysat und im Zellkulturüberstand auf Unterschiede im Reifungsgrad der  
N-Glykosylierung zurückzuführen ist. 
Für diese Analyse wurden die bereits gewonnenen Zelllysate und die zellfreien 
Zellkulturüberstände der Immunoadhäsionsproteine AD01 und AD3.1 mit dem Enzym 
PNGaseF, das N-glykosidisch gebundene Oligosaccharide entfernt, behandelt und die Proben 
in der SDS-PAGE mit anschließendem Westernblot analysiert. Als Kontrollen dienten 
Zelllysate und Zellkulturüberstände von 293T-Zellen, transfiziert mit dem leeren retroviralen 
Vektor pczCFG5 IEGZ (mock) oder mit dem Kontroll-Immunoadhäsionskonstrukt 
psmhcIgG2a (smhcIgG2a). Bei den mock behandelten Proben des Immunoadhäsionsproteins 
AD01 konnte in der Westernblot-Analyse im Zelllysat das unprozessierte, ~135 kDa 
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LP-SU-smhcIgG2a-Protein (Abb. 4-12A, B; Spur 3) und im Zellkulturüberstand das 
prozessierte, ~125 kDa SU-smhcIgG2a-Protein (Abb. 4-12A, B; Spur 11) sowohl mit dem 
Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper (Abb. 4-12A) und dem PFV Env SU spezifischen 
Antikörper (Abb. 4-12B) detektiert werden. Mit dem PFV Env LP spezifischen Antikörper 
wurde nur das ~135 kDa LP-SU-smhcIgG2a-Protein (Abb. 4-12C, Spur 3) im Zelllysat 
nachgewiesen.  
Des Weiteren wurde das SU-smhcIgG2a-Immunoadhäsionsprotein AD3.1 mit einem 
Molekulargewicht von ~120 kDa im Zelllysat (Abb. 4-12; Spur 4) bzw. von ~130 kDa im 
Zellkulturüberstand (Abb. 4-12; Spur 12) mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper 
(Abb. 4-12A) und dem PFV Env SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-12B), jedoch nicht mit 
dem PFV Env LP spezifischen Antikörper (Abb. 4-12C) detektiert. 
Bei den mit PNGaseF behandelten Proben konnte eine reaktive Bande mit einem 
Molekulargewicht von ~72 kDa bei dem Immunoadhäsionsprotein AD01 (Abb. 4-12;  
Spur 7, 15) und ~78 kDa bei dem Immunoadhäsionsprotein AD3.1 (Abb. 4-12; Spur 8, 16) 
sowohl im Zelllysat als auch im Zellkulturüberstand nur mit dem Maus IgG (Fcγ) 
spezifischen Antikörper (Abb. 4-12A, Spur 7, 8, 15, 16) und dem PFV Env SU spezifischen 
Antikörper (Abb. 4-12B, Spur 7, 8, 15, 16), nicht jedoch mit dem PFV Env LP spezifischen 
Antikörper (Abb. 4-12C, Spur 7, 8, 15, 16) detektiert werden. Des Weiteren wurde bei dem 
Immunoadhäsionsprotein AD01 im Zelllysat eine weitere reaktive Bande mit einem 
Molekulargewicht von ~90 kDa mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper  
(Abb. 4-12A, Spur 7), dem PFV Env SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-12B, Spur 7) und 
dem PFV Env LP spezifischen Antikörper (Abb. 4-12C, Spur 7) nachgewiesen. Im 
Zellkulturüberstand konnte dieses Protein mit keinen der verwendeten Antikörper detektiert 
werden (Abb. 4-12A, B, C, Spur 11).  
Bei dem Kontroll-Immunoadhäsionsprotein smhcIgG2a konnte ausschließlich mit dem Maus 
IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper (Abb. 4-12A, Spur 2, 10) das ~35 kDa Protein im Zelllysat 
und Zellkulturüberstand detektiert werden. Bei Behandlung mit PNGaseF wies das 
smhcIgG2a-Protein eine leicht höhere elektrophoretische Mobilität gegenüber dem nicht mit 
PNGaseF behandelten Protein auf (Abb. 4-12A, Spur 6, 14). 
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich bei dem ~72 kDa Protein des 
Immunoadhäsionsproteins AD01 und bei dem ~78 kDa Protein des Immunoadhäsionsproteins 
AD3.1 um die deglykosylierten SU-smhcIgG2a-Immunoadhäsionsproteine handelt.  
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   Abb. 4-12: Westernblot-Analyse der PNGaseF behandelten Immunoadhäsionsproteine AD01 und AD3.1. 
Die bereits gewonnenen Zelllysate und zellfreien Zellkulturüberstände der Immunoadhäsionsproteine AD01 und 
AD3.1 wurden mit oder ohne PNGaseF behandelt und in der SDS-PAGE mit anschließendem Westernblot 
analysiert. Als Kontrollen dienten Zelllysate und Zellkulturüberstände von 293T-Zellen, transfiziert mit dem 
leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock; Spur 1, 5, 9, 13) oder dem Kontroll-
Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a (smhcIgG2a; Spur 2, 6, 10, 14). Der immunologische Nachweis der 
Proteine erfolgte mit dem Maus IgG(Fcγ)- (A), PFV Env SU- (B) und PFV Env LP (C) spezifischen 
Antikörpern.  
 
Aufgrund der Ergebnisse, dass bei beiden Immunoadhäsionsproteinen die deglykosylierten 
Formen der jeweiligen Proteine im Zelllysat und im Zellkulturüberstand die gleiche 
elektrophoretische Mobilität aufwiesen, kann angenommen werden, dass die niedrigere 
elektrophoretische Mobilität der jeweiligen glykosylierten SU-smhcIgG2a-Immunoadhäsions-
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proteine AD01 und AD3.1 im Zellkulturüberstand gegenüber dem Zelllysat auf eine 
unterschiedliche Reifung der N-Glykosylierung zurückzuführen ist. Das ~90 kDa Protein 
zeigt das deglykosylierte LP-SU-smhcIgG2a-Immunoadhäsionsprotein AD01 an. 
4.2.2.3 Analyse der Bindungskapazitäten der Immunoadhäsionsproteine 
Für die Analyse der Bindungskapazitäten wurden je 50 ng der einzelnen Immunoadhäsions-
proteine, deren Zellkulturüberstand im Westernblot analysiert und die Proteinkonzentration 
bestimmt wurde, im Bindungsassay mit HT1080 wt-Zellen und einem sekundären PE-
konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper eingesetzt. Als Negativkontrollen dienten 
50 ng des Kontroll-Immunoadhäsionsproteins smhcIgG2a, entsprechendes Volumen an 
Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert mit dem leeren retroviralen Vektor 
pczCFG5 IEGZ (mock) und Zellen, die ausschließlich mit einem sekundären PE-konjugierten 
Maus IgG spezifischen Antikörper (2nd step only) oder FACS-Puffer (HT1080 wt) inkubiert 
wurden. Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 830 µl.  
Alle Immunoadhäsionsproteine zeigten im Bindungsassay eine mindestens 10-fach stärkere 
mittlere Fluoreszenz als die Negativkontrollen (Abb. 4-13).  
 



























  Abb. 4-13: Analyse der Bindungskapazitäten der verschiedenen Immunoadhäsionsproteine im 
Bindungsassay. 293T-Zellen wurden mit den Immunoadhäsionskonstrukten transfiziert, die zellfreien 
Zellkulturüberstände nach 48 h gewonnen und die Proteinkonzentration der im Zellkulturüberstand enthaltenden 
Immunoadhäsionsproteine in der SDS-PAGE mit anschließendem Westernblot bestimmt. Im Bindungsassay 
wurden 50 ng von jedem Immunoadhäsionsprotein mit HT1080 wt-Zellen und einem sekundären PE-
konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper eingesetzt. Als Kontrollen dienten HT1080 wt-Zellen, die 
anstelle der Immunoadhäsionsproteine mit FACS-Puffer (2nd step only), mit Zellkulturüberstand von 293T-
Zellen transfiziert mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock) oder mit Kontroll-
Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a, das nur die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a 
exprimiert (smhcIgG2a), inkubiert wurden. Detektiert wurde die mittlere Fluoreszenz in der 
durchflusszytometrischen Analyse. Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 830 µl. Dargestellt 
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von jeweils drei unabhängigen Experimenten. 
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Ferner zeigte sowohl das Immunoadhäsionsprotein AD05 als auch das 
Immunoadhäsionsprotein AD08 ein ~2- bis 4-fach stärkeres Fluoreszenzsignal gegenüber den 
Immunoadhäsionsproteinen, denen zum einen die PFV Env TM-Untereinheit (AD01, AD02) 
bzw. zusätzlich das PFV Env LP fehlt (AD3.1, AD04; Abb. 4-13).  
Diese Daten zeigen die spezifische Bindung aller Immunoadhäsionsproteine an HT1080 wt-
Zellen. Daraus wird ersichtlich, dass die PFV Env-RBD vorwiegend innerhalb der PFV Env 
SU-Untereinheit lokalisiert ist. 
4.2.3 AS 555 begrenzt C-terminal die PFV Env-RBD 
Durch die vorangegangenen Experimente konnte gezeigt werden, dass ähnlich zu anderen 
retroviralen Hüllglykoproteinen die PFV Env-RBD in der SU-Untereinheit lokalisiert ist. Für 
die Charakterisierung der C-terminalen Grenze der PFV Env-RBD wurden mehrere  
C-terminal verkürzte AD01 Immunoadhäsionskonstrukte hergestellt, um die entsprechenden 
rekombinanten Proteine hinsichtlich ihrer Bindungskapazität an HT1080 wt-Zellen zu 
analysieren.  
4.2.3.1 Klonierung der C-terminal verkürzten AD01 Immunoadhäsionskonstrukte 
Die verschiedenen C-terminal verkürzten AD01 Immunoadhäsionskonstrukte basieren auf 
dem Immunoadhäsionskonstrukt pAD01 und enthalten somit das komplette PFV Env LP und 
entsprechende Anteile der PFV Env SU-Untereinheit, fusioniert an die konstanten Domänen 
(Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a (Abb. 4-14).  
Für die Klonierung der Konstrukte pAD01 ∆C561, pAD01 ∆C555, pAD01 ∆C547, 
pAD01 ∆C519, pAD01 ∆C510, pAD01 ∆C483, pAD01 ∆C439, pAD01 ∆C385 und 
pAD01 ∆C341 wurden die entsprechenden in Tab. 4-2 aufgeführten PCR-Produkte mit den 
Restriktionsenzymen KspAI und BamHI verdaut und in das Vektorfragment 
pAD01/KspAI/BamHI inseriert. Das Konstrukt pAD01 ∆C169 wurde durch die Insertion des 
Fragmentes PCR AD01 ∆C169/EcoRI/BamHI (Tab. 4-2) in das Vektorfragment 
pAD01/EcoRI/BamHI hergestellt. Alle amplifizierten Konstruktbereiche wurden durch 
Sequenzierung auf ihre Richtigkeit überprüft. 
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Abb. 4-14: Schematische Darstellung des PFV Env-Proteins, des Immunoadhäsionsproteins AD01 wt und 
der C-terminal verkürzten AD01 Immunoadhäsionsproteine. Die drei Untereinheiten (LP, SU und TM) des 
PFV Env-Vorläuferproteins sind als Rechtecke dargestellt und farblich voneinander abgegrenzt. Die einzelnen 
C-terminal verkürzten AD01 Immunoadhäsionsproteine enthalten im Vergleich zum Immunoadhäsionsprotein 
AD01 wt verschiedene Anteile der SU-Untereinheit des PFV Env-Proteins, fusioniert an die konstanten 
Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a, wie angedeutet. Die Zahlen geben die erste bzw. letzte AS im 
Protein bzw. die Spaltstelle zwischen LP/SU und SU/TM an. LP: Leader-Peptid; SU: Oberflächen-Untereinheit; 
TM: Transmembran-Untereinheit; h: hydrophobe Domäne des LP; FP: Fusionspeptid;  
MSD: membranspannende Domäne; mhcIgG2a: Maus IgG2a (Hinge, CH2, CH3);   : N-Glykosylierung 
 
Tab. 4-2: Verwendete PCR-Produkte, dazugehörige Matrize und Primerpaare für die 
Klonierung der C-terminal verkürzten AD01 Immunoadhäsionskonstrukte 
PCR-Produkt  Matrize Primerpaar 
PCR AD01 ∆C561  pczCFG5 HFVenv EM020 IHY EG 2078+2175 
PCR AD01 ∆C555  pczCFG5 HFVenv EM020 IHY EG 2078+2174 
PCR AD01 ∆C547  pczCFG5 HFVenv EM020 IHY EG 2078+2163 
PCR AD01 ∆C519  pczCFG5 HFVenv EM020 IHY EG 2078+2162 
PCR AD01 ∆C510  pczCFG5 HFVenv EM020 IHY EG 2078+2150 
PCR AD01 ∆C483  pczCFG5 HFVenv EM020 IHY EG 2078+2085 
PCR AD01 ∆C439  pczCFG5 HFVenv EM020 IHY EG 2078+2084 
PCR AD01 ∆C385  pczCFG5 HFVenv EM020 IHY EG 2078+2083 
PCR AD01 ∆C341  pczCFG5 HFVenv EM020 IHY EG 2078+2082 
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4.2.3.2 Proteinbiochemische Analyse der C-terminal verkürzten AD01 
Immunoadhäsionsproteine 
Für die proteinbiochemische Analyse und die anschließende Bestimmung der 
Proteinkonzentration der einzelnen C-terminal verkürzten AD01 Immunoadhäsionsproteine 
im Zellkulturüberstand wurden die Plasmide pczCFG5 IEGZ, psmhcIgG2a, pAD01, 
pAD01 ∆C561, pAD01 ∆C555, pAD01 ∆C547, pAD01 ∆C519, pAD01 ∆C510, 
pAD01 ∆C483, pAD01 ∆C439, pAD01 ∆C385, pAD01 ∆C341 und pAD01 ∆C169 mittels 
Kalziumphosphat-Kopräzipitation in 293T-Zellen transfiziert. Nach 48 h wurden die 
Zelllysate und die zellfreien Zellkulturüberstände der transfizierten 293T-Zellen gewonnen 
und die Expression und Sekretion der Immunoadhäsionsproteine smhcIgG2a, AD01, 
AD01 ∆C561, AD01 ∆C555, AD01 ∆C547, AD01 ∆C519, AD01 ∆C510, AD01 ∆C483, 
AD01 ∆C439, AD01 ∆C385, AD01 ∆C341 und AD01 ∆C169 in den entsprechenden 
Zelllysaten und Zellkulturüberständen in der SDS-PAGE mit anschließenden Westernblot 
analysiert. Aufgrund der ineffizienten Sekretion der Immunoadhäsionsproteine AD01 ∆C547 
und AD01 ∆C519 (Daten nicht gezeigt) wurden die Proteine vor der Analyse mittels Protein-
A-Affinitätschromatographie aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigt.  
In der Westernblot-Analyse wurden im Zelllysat und im Zellkulturüberstand reaktive Banden  
mit einem Molekurgewicht von ~130 bis 60 kDa mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen 
Antikörper (Abb. 4-15A; Spur 3-13, 16-26) detektiert. Diese reaktiven Banden konnten mit 
Ausnahme des Immunoadhäsionsprotein AD01 ∆C169 auch mit dem PFV Env SU 
spezifischen Antikörper (Abb. 4-15B; Spur 3-13, 16-26) nachgewiesen werden.  
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass es sich bei den ~130 bis 60 kDa Proteinen im 
Zelllysat um die unterschiedlich verkürzten LP-SU-mhcIgG2a-Proteine und im 
Zellkulturüberstand um die unterschiedlich verkürzten prozessierten SU-mhcIgG2a-Proteine 
handelt. Die Ergebnisse zeigen somit die Expression und die effiziente Sekretion bzw. 
Aufreinigung und Konzentrierung der C-terminal verkürzten AD01 
Immunoadhäsionsproteine. Des Weiteren lässt sich daraus schließen, dass das Antikörper-
Epitop des PFV Env SU spezifischen Antikörpers P3E10 zwischen AS 169 und 341 im PFV 
Env-Protein liegt. 
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   Abb. 4-15: Westernblot-Analyse der C-terminal verkürzten AD01 Immunoadhäsionsproteine.  
293T-Zellen wurden mit den C-terminal verkürzten AD01 Immunoadhäsionskonstrukten transfiziert und die 
nach 48 h gewonnenen Zelllysate (80 µl, Spur 3-13) und die zellfreien Zellkulturüberstände bzw. die 
aufgereinigten und konzentrierten Immunoadhäsionsproteine (25-50 µl, Spur 16-26) in der SDS-PAGE mit 
anschließendem Westernblot analysiert. Als Kontrolle diente Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert 
mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock, Spur 1, 14) oder dem Kontroll-
Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a (smhcIgG2a, Spur 2, 15). Der immunologische Nachweis der Proteine 
erfolgte mit dem Maus IgG (Fcγ)- (A) und PFV Env SU (B) spezifischen Antikörpern.  
∗: Immunoadhäsionsprotein, das mittels Protein-A-Affinitätschromatographie aus dem Zellkulturüberstand 
aufgereinigt wurde. 
 
4.2.3.3 Analyse der Bindungskapazitäten der C-terminal verkürzten AD01 
Immunoadhäsionsproteine 
Für die Analyse der Bindungskapazitäten wurden je 100 ng der verschiedenen 
Immunoadhäsionsproteine, deren Zellkulturüberstand bzw. aufgereinigtes und konzentriertes 
Protein im Westernblot analysiert und die Proteinkonzentration bestimmt wurde, im 
Bindungsassay mit HT1080 wt-Zellen und einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG 
spezifischen Antikörper eingesetzt. Als Negativkontrolle dienten 100 ng des Kontroll-
Immunoadhäsionsproteins smhcIgG2a. Detektiert wurde die mittlere Fluoreszenz in der 
durchflusszytometrischen Analyse. Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 
450 µl.  
Im Bindungsassay zeigten Immunoadhäsionsproteine mit C-terminalen Verkürzungen der 


















































































































































































































































































































  Ergebnisse 
  93 
AD01, bei dem das Signal ~25-fach über dem Signal des Kontroll-Immunoadhäsionsproteins 
smhcIgG2a lag (Abb. 4-16).  
Bei den Immunoadhäsionsproteinen AD01 ∆C385 und AD01 ∆C341, die mit die größten C-
terminalen Verkürzungen aufweisen, wurden mittlere Fluoreszenzen ~4- bis 5-fach über dem 
Signal des Kontroll-Immunoadhäsionsproteins smhcIgG2a gemessen (Abb. 4-16). Die Signale 
lagen jedoch auch ~5- bis 7-fach unter dem Signal des Immunoadhäsionsproteins AD01  
(Abb. 4-16). Alle weiteren C-terminal verkürzten Immunoadhäsionsproteine zeigten ähnliche 
oder bis zu 3-fach stärkere Signale gegenüber dem Kontroll-Immunoadhäsionsprotein 
smhcIgG2a (Abb. 4-16). Diese Daten zeigen, dass Immunoadhäsionsproteine mit C-terminalen 
Verkürzungen der PFV Env SU-Untereinheit bis AS 555 spezifisch an HT1080 wt-Zellen 
binden. Einige Immunoadhäsionsproteine mit noch größeren C-terminalen Verkürzungen 
besaßen dagegen zum Teil noch eine Restbindungskapazität, wogegen das 
Immunoadhäsionsprotein mit der größten C-terminalen Verkürzung seine Bindungskapazität 
vollständig verloren hatte. 
  































  Abb. 4-16: Analyse der Bindungskapazitäten der C-terminal verkürzten AD01 
Immunoadhäsionsproteine. 293T-Zellen wurden mit den C-terminal verkürzten AD01 
Immunoadhäsionskonstrukten transfiziert, die zellfreien Zellkulturüberstände nach 48 h gewonnen und die 
Proteinkonzentration der in den Zellkulturüberstand sekretierten bzw. aufgereinigten und konzentrierten 
Immunoadhäsionsproteine in der SDS-PAGE mit anschließendem Westernblot bestimmt. Im Bindungsassay 
wurden 100 ng von jedem Immunoadhäsionsprotein mit HT1080 wt-Zellen und einem sekundären PE-
konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper eingesetzt. Als Kontrolle dienten HT1080 wt-Zellen, die anstelle 
der Immunoadhäsionsproteine mit Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert mit dem Kontroll-
Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a, das nur die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a 
exprimiert (smhcIgG2a), inkubiert wurden. Detektiert wurde die mittlere Fluoreszenz in der 
durchflusszytometrischen Analyse. Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 450 µl. Dargestellt 
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von jeweils drei unabhängigen Experimenten.  
∗: Immunoadhäsionsprotein, das mittels Protein-A-Affinitätschromatographie aus dem Zellkulturüberstand 
aufgereinigt wurde. 
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4.2.4 AS 225 begrenzt N-terminal die PFV Env-RBD 
Für die Charakterisierung der N-terminalen Grenze und somit einer minimalen 
kontinuierlichen PFV Env-RBD wurden mehrere N-terminal verkürzte AD3.1 
Immunoadhäsionsproteine hergestellt, um die entsprechenden rekombinanten Proteine 
hinsichtlich ihrer Bindungskapazität an HT1080 wt-Zellen zu analysieren. 
4.2.4.1 Klonierung der N-terminal verkürzten AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukte 
Die verschiedenen N-terminal verkürzten AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukte basieren auf 
dem Immunoadhäsionskonstrukt pAD3.1 und enthalten somit die heterologe Signalsequenz 
des Igκ mit HA-Tag und die entsprechenden Anteile der PFV Env SU-Untereinheit, fusioniert 
an die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a (Abb. 4-17). Für die 
Klonierung der Konstrukte pAD3.1 ∆N170, pAD3.1 ∆N225, pAD3.1 ∆N233, 
pAD3.1 ∆N301, pAD3.1 ∆N342, pAD3.1 ∆N386 und pAD3.1 ∆N533 wurden die 
entsprechenden in Tab. 4-3 aufgeführten PCR-Produkte mit der Taq-DNA-Polymerase 
amplifiziert und in den linearisierten pCR II-TOPO Vektor ligiert. Anschließend wurden die 
PCR-Fragmente mit den Restriktionsenzymen Cfr9I und BamHI wieder aus den 
entsprechenden Vektoren pCR II-TOPO/PCR AD3.1 ∆N170, pCR II-TOPO/PCR AD3.1 
∆N225, pCR II-TOPO/PCR AD3.1 ∆N233, pCR II-TOPO/PCR AD3.1 ∆N262, pCR II-
TOPO/PCR AD3.1 ∆N301, pCR II-TOPO/PCR AD3.1 ∆N342, pCR II-TOPO/PCR AD3.1 
∆N386 und pCR II-TOPO/PCR AD3.1 ∆N533 herausgeschnitten und jeweils zusammen mit 
dem Fragment pAD3.1/EcoRI/Cfr9I in das Vektorfragment pAD01/EcoRI/BamHI inseriert. 
Alle amplifizierten Konstruktbereiche wurden durch Sequenzierung auf ihre Richtigkeit 
überprüft. 
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   Abb. 4-17: Schematische Darstellung des PFV Env-Proteins, des Immunoadhäsionsproteins AD3.1 und 
der N-terminal verkürzten AD3.1 Immunoadhäsionsproteine. Die drei Untereinheiten (LP, SU und TM) des 
PFV Env-Vorläuferproteins sind als Rechtecke dargestellt und farblich voneinander abgegrenzt. Die einzelnen 
N-terminal verkürzten AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukte enthalten im Vergleich zum Immunoadhäsions-
protein AD3.1 wt verschiedene Anteile der PFV Env SU-Untereinheit, fusioniert an die konstanten Domänen 
(Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a, wie angedeutet. Die Zahlen geben die erste bzw. letzte AS im Protein bzw. 
die Spaltstelle zwischen LP/SU und SU/TM an. LP: Leader-Peptid; SU: Oberflächen-Untereinheit;  
TM: Transmembran-Untereinheit; h: hydrophobe Domäne des LP; FP: Fusionspeptid;  
MSD: membranspannende Domäne; mhcIgG2a: Maus IgG2a (Hinge, CH2, CH3), Igκ: Signalpeptid der Maus IgG 
Kappa leichten Kette, HA: Hämagglutinin-A-Epitop-Tag;   : N-Glykosylierung 
 
Tab. 4-3: Verwendete PCR-Produkte, dazugehörige Matrize und Primerpaare für die 
Klonierung der N-terminal verkürzten AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukte 
PCR-Produkt  Matrize Primerpaar 
PCR AD3.1 ∆N170  pAD3.1 2105+2106 
PCR AD3.1 ∆N225  pAD3.1 2136+2106 
PCR AD3.1 ∆N233  pAD3.1 2137+2106 
PCR AD3.1 ∆N262  pAD3.1 2104+2106 
PCR AD3.1 ∆N301  pAD3.1 2103+2106 
PCR AD3.1 ∆N342  pAD3.1 2102+2106 
PCR AD3.1 ∆N386  pAD3.1 2101+2106 



















LP SU TM 





139 21 1 567 
MSD FP 
  Ergebnisse 
  96 
4.2.4.2 Proteinbiochemische Analyse der N-terminal verkürzten AD3.1 
Immunoadhäsionsproteine 
Für die proteinbiochemische Analyse und die anschließende Bestimmung der 
Proteinkonzentration der einzelnen N-terminal verkürzten AD3.1 Immunoadhäsionsproteine 
im Zellkulturüberstand wurden die Plasmide pczCFG5 IEGZ, psmhcIgG2a, pAD3.1, 
pAD3.1 ∆N170, pAD3.1 ∆N225, pAD3.1 ∆N233, pAD3.1 ∆N301, pAD3.1 ∆N342, 
pAD3.1 ∆N386 und pAD3.1 ∆N533 mittels Kalziumphosphat-Kopräzipitation in 293T-Zellen 
transfiziert. Nach 48 h wurden die Zelllysate und die zellfreien Zellkulturüberstände der 
transfizierten 293T-Zellen gewonnen und die Expression und Sekretion der 
Immunoadhäsionsproteine smhcIgG2a, AD3.1, AD3.1 ∆N170, AD3.1 ∆N225, AD3.1 ∆N233, 
AD3.1 ∆N301, AD3.1 ∆N342, AD3.1 ∆N386 und AD3.1 ∆N533 in den entsprechenden 
Zelllysaten und Zellkulturüberständen in der SDS-PAGE mit anschließendem Westernblot 
analysiert. Aufgrund der ineffizienten Sekretion der Immunoadhäsionsproteine 
AD3.1 ∆N233, AD3.1 ∆N301 und AD3.1 ∆N342 (Daten nicht gezeigt) wurden diese Proteine 
vor der Analyse mittels Protein-A-Affinitätschromatographie aus dem Zellkulturüberstand 
aufgereinigt. In der Westernblot-Analyse mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper 
wurden im Zelllysat reaktive Banden mit einem Molekulargewicht von ~110 bis 40 kDa 
(Abb. 4-18A; Spur 3-11) und im Zellkulturüberstand reaktive Banden mit einem 
Molekulargewicht von ~130 bis 60 kDa (Abb. 4-18A; Spur 14-22) detektiert. Diese reaktiven 
Banden konnten mit Ausnahme bei den Immunoadhäsionsproteinen AD3.1 und 
AD3.1 ∆N170 mit dem PFV Env SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-18B; Spur 3-11, 14-22) 
nicht nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die ~110 bis 40 kDa 
Proteine im Zelllysat und die ~130 bis 60 kDa im Zellkulturüberstand die unterschiedlich 
verkürzten SU-mhcIgG2a-Proteine darstellen und somit die Expression und die effiziente 
Sekretion bzw. Aufreinigung und Konzentrierung aller N-terminal verkürzten AD3.1 
Immunoadhäsionsproteine aus dem Zellkulturüberstand zeigen. Des Weiteren lässt sich 
daraus erkennen, dass der PFV Env SU spezifische Antikörper im PFV Env-Protein  
N-terminal der AS 225 bindet. Das unterschiedliche elektrophoretische Laufverhalten der 
AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit N-terminalen Verkürzungen im Zelllysat im Vergleich 
zum Zellkulturüberstand ist wie bereits in Kapitel 4.2.2.2 untersucht, vermutlich auf einen 
unterschiedlichen Reifegrad der N-Glykosylierung der Immunoadhäsionsproteine 
zurückzuführen.  
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Aus diesen und den vorangegangenen Daten der C-terminal verkürzten AD01 
Immunoadhäsionsproteine kann das Antikörper Epitop des PFV Env SU spezifischen 
Antikörpers P3E10 zwischen AS 169 und AS 225 im PFV Env-Protein eingegrenzt werden.  
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   Abb. 4-18: Westernblot-Analyse der N-terminal verkürzten AD3.1 Immunoadhäsionsproteine. 
293T-Zellen wurden mit den N-terminal verkürzten AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukten transfiziert und die 
nach 48 h gewonnenen Zelllysate (80 µl, Spur 3-11) und die zellfreien Zellkulturüberstände bzw. die 
aufgereinigten und konzentrierten Immunoadhäsionsproteine (25-50 µl, Spur 14-22) in der SDS-PAGE mit 
anschließendem Westernblot analysiert. Als Kontrolle diente Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert 
mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock, Spur 1, 12) oder dem Kontroll-
Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a (smhcIgG2a, Spur 2, 13). Der immunologische Nachweis der Proteine 
erfolgte mit dem Maus IgG (Fcγ)- (A) und PFV Env SU (B) spezifischen Antikörpern.  
∗: Immunoadhäsionsprotein, das mittels Protein-A-Affinitätschromatographie aus dem Zellkulturüberstand 
aufgereinigt wurde. 
 
4.2.4.3 Analyse der Bindungskapazitäten der N-terminal verkürzten AD3.1 
Immunoadhäsionsproteine 
Für die Analyse der Bindungskapazitäten wurden je 100 ng der verschiedenen N-terminal 
verkürzten AD3.1 Immunoadhäsionsproteine, deren Zellkulturüberstand bzw. aufgereinigtes 
Protein im Westernblot analysiert und die Proteinkonzentration bestimmt wurde, im 
Bindungsassay mit HT1080 wt-Zellen und einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG 
spezifischen Antikörper eingesetzt. Als Negativkontrolle dienten 100 ng des Kontroll-
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Immunoadhäsionsprotein smhcIgG2a. Detektiert wurde die mittlere Fluoreszenz in der 
durchflusszytometrischen Analyse. Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 
350 µl.  
Im Bindungsassay zeigte das N-terminal verkürzte AD3.1 Immunoadhäsionsprotein 
AD3.1 ∆N170 eine ähnliche und das AD3.1 ∆N225 sogar eine ~3- bis 4-fach stärkere mittlere 
Fluoreszenz als das Immunoadhäsionsprotein AD3.1, bei dem das Signal ~20-fach über dem 
des Kontroll-Immunoadhäsionsproteins smhcIgG2a lag (Abb. 4-19). Die Immunoadhäsions-
proteine AD3.1 ∆N342 und AD01 ∆N386, die mit die größten N-terminalen Verkürzungen 
aufweisen, zeigten eine mittlere Fluoreszenz, die ~2- bis 4-fach über dem Signal des Kontroll-
Immunoadhäsionsproteins smhcIgG2a, jedoch auch ~4- bis 8-fach unter dem Signal des 
Immunoadhäsionsproteins AD3.1 lag (Abb. 4-19). Bei allen weiteren Immunoadhäsions-
proteinen mit N-terminalen Verkürzungen der PFV Env SU-Untereinheit wurden ähnliche 
Signalstärken wie für das Kontroll-Immunoadhäsionsprotein smhcIgG2a gemessen  
(Abb. 4-19).  
  





























  Abb. 4-19: Analyse der Bindungskapazitäten der N-terminal verkürzten AD3.1 
Immunoadhäsionsproteine. 293T-Zellen wurden mit den N-terminal verkürzten AD3.1 
Immunoadhäsionskonstrukten transfiziert, die zellfreien Zellkulturüberstände nach 48 h gewonnen und die 
Proteinkonzentration der in den Zellkulturüberstand sekretierten bzw. aufgereinigten und konzentrierten 
Immunoadhäsionsproteine in der SDS-PAGE mit anschließendem Westernblot bestimmt. Im Bindungsassay 
wurden 100 ng von jedem Immunoadhäsionsprotein mit HT1080 wt-Zellen und einem sekundären PE-
konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper eingesetzt. Als Kontrolle dienten HT1080 wt-Zellen, die anstelle 
der N-terminal verkürzten AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, 
transfiziert mit dem Kontroll-Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a, das nur die konstanten Domänen (Hinge, 
CH2, CH3) des Maus IgG2a exprimiert (smhcIgG2a), inkubiert wurden. Detektiert wurde die mittlere 
Fluoreszenz in der durchflusszytometrischen Analyse. Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 
350 µl. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von jeweils drei unabhängigen Experimenten.  
∗: Immunoadhäsionsprotein, das mittels Protein-A-Affinitätschromatographie aus dem Zellkulturüberstand 
aufgereinigt wurde. 
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Diese Daten zeigen, dass Immunoadhäsionsproteine mit N-terminalen Verkürzungen der PFV 
Env SU-Untereinheit bis AS 225 spezifisch an HT1080 wt-Zellen binden und die Bindung 
des Immunoadhäsionsproteins AD3.1 ∆N225 im Vergleich zum Immunoadhäsionsprotein 
AD3.1 verstärkt ist. Einige Immunoadhäsionsproteine mit noch größeren N-terminalen 
Verkürzungen besitzen dagegen zum Teil noch eine Restbindungskapazität, wogegen das 
Immunoadhäsionsprotein mit der größten N-terminalen Verkürzung seine Bindungskapazität 
vollständig verloren hatte.  
4.2.5 Bedeutung der achten N-Glykosylierungsstelle im PFV Env-Protein für die 
Zellbindung 
Für HIV konnte durch N-Glykosylierungsmutanten gezeigt werden, dass die Anheftung von 
Zuckerketten im HIV Env-Protein essenziell für die Konformation der RBD und somit für die 
Bindung an das Rezeptormolekül ist (Li et al., 1993). Kürzlich durchgeführte Analysen der 15 
potenziellen N-Glykosylierungsmotive im PFV Env-Protein wiesen darauf hin, dass der 
potenziellen N-Glykosylierungsstelle an der achten Position (N8) in der PFV SU-Untereinheit 
eine wichtige Rolle für die Partikelfreisetzung und Infektiosität zukommt (Lüftenegger et al., 
2005). Deshalb sollte in einem weiteren Experiment der Einfluss dieser  
N-Glykosylierungsstelle im PFV Env-Protein auf die Bindungskapazität mit Hilfe von 
verschiedenen mutierten N8 Immunoadhäsionsproteinen an HT1080 wt-Zellen untersucht 
werden. 
4.2.5.1 Klonierung der AD01 ∆N8 Immunoadhäsionskonstrukte  
Für diese Untersuchungen wurden AD01 ∆N8 Immunoadhäsionskonstrukte basierend auf 
dem Immunoadhäsionskonstrukt pAD01, das das komplette PFV Env LP und die SU-
Untereinheit (AS 1-567), fusioniert an die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus 
IgG2a, enthält, hergestellt (Abb. 4-20). Diese AD01 ∆N8 Immunoadhäsionskonstrukte 
enthalten zum einen Mutationen im potenziellen N-Glykosylierungsmotiv 8 (AD01 ∆N8, 
AD01 ∆N8.1, AD01 ∆N8.2) und zum anderen wurde C-terminal der inaktivierten originalen 
N8 ein neues N-Glykosylierungsmotiv eingefügt (AD01 ∆N8.3, AD01 ∆N8.4).  
Für die Klonierung der Konstrukte pAD01 ∆N8, pAD01 ∆N8.1 und pAD01 ∆N8.2 wurden 
die entsprechenden in Tab. 4-4 aufgeführten PCR-Produkte mit den Restriktionsenzymen 
KspAI und BamHI verdaut und in das Vektorfragment pAD01/KspAI/BamHI inseriert.
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Abb. 4-20: Schematische Darstellung des PFV Env-Proteins, des Immunoadhäsionsproteins AD01 wt und 
der AD01 ∆N8 Immunoadhäsionsproteine. Die drei Untereinheiten (LP, SU und TM) des PFV Env-
Vorläuferproteins sind als Rechtecke dargestellt und farblich voneinander abgegrenzt. Das 
Immunoadhäsionsproteine AD01 enthält Anteile des PFV Env-Proteins (AS 1-567), fusioniert an die konstanten 
Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a, wie angedeutet. Das potenzielle achte N-Glykosylierungsmotiv 
und die flankierende Aminosäuresequenz des Immunoadhäsionsproteins AD01 und der einzelnen AD01 ∆N8 
Immunoadhäsionsproteine sind aufgelistet. Das N-Glykosylierungsmotiv (N-X-S/T) ist durch rote Rechtecke 
dargestellt. Substituierte AS sind fett hervorgehoben. Die einzelnen AD01 ∆N8 Immunoadhäsionsproteine 
enthalten im Vergleich zum Immunoadhäsionsprotein AD01 verschiedene Mutationen innerhalb des potenziellen 
achten N-Glykosylierungsmotivs (AD01 ∆N8, AD01 ∆N8.1, AD01 ∆N8.2) oder ein C-terminal der inaktivierten 
N8 neu eingefügtes N-Glykosylierungsmotiv (AD01 ∆N8.3, AD01 ∆N8.4), fusioniert an die konstanten 
Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a, wie angedeutet. Die Zahlen geben zum einen die erste bzw. letzte 
AS im Protein bzw. die Spaltstelle zwischen LP/SU und SU/TM und zum anderen die erste und letzte 
aufgezeigte flankierende AS im achten N-Glykosylierungsmotiv an. LP: Leader-Peptid; SU: Oberflächen-
Untereinheit; TM: Transmembran-Untereinheit; h: hydrophobe Domäne des LP; FP: Fusionspeptid;  
MSD: membranspannende Domäne; mhcIgG2a: Maus IgG2a (Hinge, CH2, CH3);  
   : N-Glykosylierung 
 
 
Tab. 4-4: Verwendete PCR-Produkte, dazugehörige Matrizen und Primerpaare für die 
Klonierung der AD01 ∆N8 Immunoadhäsionskonstrukte  
Konstrukt PCR-Produkt Matrize Primerpaar 
    
pAD01 ∆N8 PCR ∆N8 pczHFVenv EM109 2105+2106 
    
pAD01 ∆N8.1 PCR N8.1 pczHFVenv EM131 2105+2106 
    
pAD01 ∆N8.2 PCR N8.2 pczHFVenv EM151 2105+2106 
    
pAD01 ∆N8.3 PCR (I) pczHFVenv EM109 2105+2172 
 PCR (II) pczHFVenv EM109 2173+2106 
 Overlap-PCR  2105+2106 
    
pAD01 ∆N8.4 PCR (I) pczHFVenv EM109 2105+2234 
 PCR (II) pczHFVenv EM109 2233+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 2105+2106 
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Für die Klonierung der Konstrukte pAD01 ∆N8.3 und pAD01 ∆N8.4 wurden zuerst PCR-
Produkte amplifiziert, die als Matrizen für die Overlap-PCRs dienten (Tab. 4-4), die dann mit 
den Restriktionsenzymen KspAI und BamHI gespalten und ebenfalls in das Vektorfragment 
pAD01/KspAI/BamHI inseriert wurden. Alle amplifizierten Konstruktbereiche wurden durch 
Sequenzierung auf ihre Richtigkeit überprüft. 
4.2.5.2 Proteinbiochemische Analyse der AD01 ∆N8 Immunoadhäsionsproteine 
Für die proteinbiochemische Analyse und die anschließende Bestimmung der 
Proteinkonzentration der einzelnen AD01 ∆N8 Immunoadhäsionsproteine im 
Zellkulturüberstand wurden die Plasmide pczCFG5 IEGZ, psmhcIgG2a, pAD01, pAD01 ∆N8, 
pAD01 ∆N8.1, pAD01 ∆N8.2, pAD01 ∆N8.3 und pAD01 ∆N8.4 mittels Kalziumphosphat-
Kopräzipitation in 293T-Zellen transfiziert. Nach 48 h wurden die Zelllysate und die 
zellfreien Zellkulturüberstände der transfizierten 293T-Zellen gewonnen und die Expression 
und Sekretion der Immunoadhäsionsproteine smhcIgG2a, AD01, AD01 ∆N8, AD01 ∆N8.1, 
AD01 ∆N8.2, AD01 ∆N8.3 und AD01 ∆N8.4 in den entsprechenden Zelllysaten und 
Zellkulturüberständen in der SDS-PAGE mit anschließendem Westernblot analysiert. 
Immunoadhäsionsproteine mit inaktivierter N8 (AD01 ∆N8, AD01 ∆N8.1, AD01 ∆N8.3 und 
AD01 ∆N8.4) wurden sehr ineffizient in den Zellkulturüberstand sekretiert (Daten nicht 
gezeigt). Deshalb wurden diese vor der Analyse mittels Protein-A-Affinitätschromatographie 
aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigt.  
In der Westernblot-Analyse konnten sowohl im Zelllysat als auch im Zellkulturüberstand 
reaktive Banden mit einem Molekulargewicht von ~130 kDa mit dem Maus IgG (Fcγ) 
spezifischen Antikörper (Abb. 4-21A; Spur 1-6, 10-15) und dem PFV Env SU spezifischen 
Antikörper (Abb. 4-21B; Spur 1-6, 10-15) detektiert werden. Des Weiteren zeigten die 
Proteinbanden der Immunoadhäsionsproteine AD01 ∆N8 und AD01 ∆N8.1 im 
Zellkulturüberstand mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper (Abb. 4-21A;  
Spur 11, 12) und dem PFV Env SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-21B; Spur 11, 12) im 
Vergleich zum Immunoadhäsionsprotein AD01 wt eine höhere elektrophoretische Mobilität. 
Die reaktiven Banden der Proteine AD01 ∆N8.2, AD01 ∆N8.3 und AD01 ∆N8.4 wiesen 
jedoch mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper (Abb. 4-21A; Spur 13-15) und dem 
PFV Env SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-21B; Spur 13-15) ein gleiches Laufverhalten 
wie AD01 wt auf. Diese Daten zeigten die Expression und Sekretion bzw. Aufreinigung und 
Konzentrierung der AD01 ∆N8 Immunoadhäsionsproteine aus dem Zellkulturüberstand. Des 
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Weiteren sind diese Daten im Einklang mit der Annahme, dass bei den 
Immunoadhäsionsproteinen AD01 ∆N8 und AD01 ∆N8.1 durch AS-Austausch der ersten 
oder der dritten AS im potenziellen achten N-Glykosylierungsmotiv im PFV Env-Protein die 
Anheftung eines N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharides verhindert wurde. Außerdem 
stimmen diese Daten mit der Annahme überein, dass die Immunoadhäsionsproteine 
AD01 ∆N8.3 und AD01 ∆N8.4 eine zusätzliche Kohlenhydratkette C-terminal der 
inaktivierten originalen N8 enthalten. Außerdem lassen die Daten erkennen, dass ein 
Austausch der zentralen AS im N-Glykosylierungsmotiv keinen Einfluss auf die Anheftung 
N-glykosidisch gebundenen Oligosacchariden hat. 






















































































































































































   Abb. 4-21: Westernblot-Analyse der AD01 ∆N8 Immunoadhäsionsproteine. 
293T-Zellen wurden mit den AD01 ∆N8 Immunoadhäsionskonstrukten transfiziert und die nach 48 h 
gewonnenen Zelllysate (80 µl, Spur 1-6) und die zellfreien Zellkulturüberstände bzw. aufgereinigten und 
konzentrierten Immunoadhäsionsproteine (25-50 µl, Spur 10-15) in der SDS-PAGE mit anschließendem 
Westernblot analysiert. Als Kontrolle diente Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert mit dem leeren 
retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock, Spur 7, 8) oder dem Kontroll-Immunoadhäsionskonstrukt 
psmhcIgG2a (smhcIgG2a, Spur 9). Der immunologische Nachweis der Proteine erfolgte mit dem Maus IgG (Fcγ)- 
(A) und PFV Env SU (B) spezifischen Antikörpern. ∗: Immunoadhäsionsprotein, das mittels Protein-A-
Affinitätschromatographie aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigt wurde. 
 
4.2.5.3 Analyse der Bindungskapazitäten der AD01 ∆N8 Immunoadhäsionsproteine  
Für die Analyse der Bindungskapazitäten wurden je 100 ng der verschiedenen AD01 ∆N8 
Immunoadhäsionsproteine, deren Zellkulturüberstand bzw. aufgereinigtes Protein im 
Westernblot analysiert und die Proteinkonzentration bestimmt wurde, im Bindungsassay mit 
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HT1080 wt-Zellen und einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper 
eingesetzt. Als Negativkontrolle dienten 100 ng des Kontroll-Immunoadhäsionsproteins 
smhcIgG2a. Detektiert wurde die mittlere Fluoreszenz in der durchflusszytometrischen 
Analyse. Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 430 µl.  
Im Bindungsassay zeigte nur das Immunoadhäsionsprotein AD01 ∆N8.2 eine ähnliche 
mittlere Fluoreszenz wie das Immunoadhäsionsprotein AD01 wt (Abb. 4-22). Hingegen lagen 
die Signale der anderen Immunoadhäsionsproteine, denen die originale N8 fehlt (AD01 ∆N8, 
AD01 ∆N8.1) oder zusätzlich ein neues N-Glykosylierungsmotiv C-terminal der originalen 
N8 eingefügt wurde (AD01 ∆N8.3 und AD01 ∆N8.4) ~3-fach über dem Signal des Kontroll-
Immunoadhäsionsproteins smhcIgG2a (Abb. 4-22). Das Immunoadhäsionsprotein, das das 
zwölfte N-Glykosylierungsmotiv im PFV Env-Protein mutiert hat, zeigte eine ähnliche 
mittlere Fluoreszenz wie das Immunoadhäsionsproteins AD01 wt (Daten nicht gezeigt).  
  


























  Abb. 4-22: Analyse der Bindungskapazitäten der AD01 ∆N8 Immunoadhäsionsproteine. 
293T-Zellen wurden mit den AD01 ∆N8 Immunoadhäsionskonstrukten transfiziert, die zellfreien 
Zellkulturüberstände nach 48 h gewonnen und die Proteinkonzentration der in den Zellkulturüberstand 
sekretierten bzw. aufgereinigten und konzentrierten Immunoadhäsionsproteine in der SDS-PAGE mit 
anschließendem Westernblot bestimmt. Im Bindungsassay wurden 100 ng von jedem Immunoadhäsionsprotein 
mit HT1080 wt-Zellen und einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper eingesetzt. Als 
Kontrolle dienten HT1080 wt-Zellen, die anstelle der Immunoadhäsionsproteine mit Zellkulturüberstand von 
293T-Zellen transfiziert mit dem Kontroll-Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a, das nur die konstanten 
Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a exprimiert (smhcIgG2a), inkubiert wurden. Detektiert wurde die 
mittlere Fluoreszenz in der durchflusszytometrischen Analyse. Das Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug 
jeweils 430 µl. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von jeweils drei unabhängigen 
Experimenten. ∗: Immunoadhäsionsprotein, das mittels Protein-A-Affinitätschromatographie aus dem 
Zellkulturüberstand aufgereinigt wurde. 
 
  Ergebnisse 
  104 
Diese Daten zeigen den Verlust der Bindungskapazität an HT1080 wt-Zellen von 
Immunoadhäsionsproteinen mit inaktivierter N8, den auch eine neue C-terminal der 
originalen N8 angeheftete Kohlenhydratkette nicht aufheben konnte. Der Austausch der 
zentralen AS im N-Glykosylierungsmotiv hatte keinen Einfluss auf die Bindungskapazität des 
Immunoadhäsionsproteins an HT1080 wt-Zellen. 
4.2.6 Bedeutung der Cysteine für die Konformation der PFV Env-RBD 
Ähnlich wie bei anderen Retroviren sind die Cysteine, die bei der Ausbildung von 
Disulfidbrücken beteiligt sind, in den extrazellulären Domänen von Env-Proteinen 
verschiedener FV-Spezies evolutionär hoch konserviert (Wang und Mulligan, 1999; Willey et 
al., 1986). In der bisher identifizierten minimalen kontinuierlichen PFV Env-RBD 
(AS 225 bis 555) sind mit Ausnahme von einem Cystein (C17, C565) alle in der PFV SU-
Untereinheit lokalisierten Cysteine enthalten (Abb. 4-23). Dieses Ergebnis könnte darauf 
hinweisen, dass bis auf C17 alle weiteren in der PFV SU-Untereinheit lokalisierten Cysteine 
(C5 bis C16) für die korrekte Ausbildung der PFV Env-RBD wichtig sind. Deshalb wurde die 
Bedeutung der einzelnen Cysteine in der PFV Env SU-Untereinheit hinsichtlich der 
Bindungskapazität an HT1080 wt-Zellen untersucht. Hierfür wurden AD3.1 
Immunoadhäsionsproteine hergestellt, in denen die einzelnen Cysteine in der PFV Env SU-
Untereinheit mit Serin substituiert sind, und deren Bindungskapazität an HT1080 wt-Zellen 
bestimmt.  
Abb. 4-23: Schematische Darstellung des PFV Env-Proteins und des Immunoadhäsionsprotein AD3.1. 
Die drei Untereinheiten (LP, SU und TM) des PFV Env-Vorläuferproteins sind als Rechtecke dargestellt und 
farblich voneinander abgegrenzt. Das Immunoadhäsionsprotein AD3.1 enthält im Vergleich zum PFV Env-
Protein das heterologe Signalpeptid Igκ mit einem HA-Tag und Anteile der PFV Env SU-Untereinheit  
(AS 139-567), fusioniert an die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a, wie angedeutet. Die 
Positionen der im PFV Env-Protein enthaltenden Cysteine (C) sind sowohl im PFV Env-Protein als auch im 
Immunoadhäsionsprotein AD3.1 wt durch senkrechte Linien und AS-Angaben aufgezeigt. Die Zahlen unter den 
Proteinen geben die erste bzw. letzte AS im Protein bzw. die Spaltstelle zwischen LP/SU und SU/TM an.  
LP: Leader-Peptid; SU: Oberflächen-Untereinheit; TM: Transmembran-Untereinheit; h: hydrophobe Domäne 
des LP; FP: Fusionspeptid; MSD: membranspannende Domäne; mhcIgG2a: Maus IgG2a (Hinge, CH2, CH3),  
Igκ: Signalpeptid der Maus IgG Kappa leichten Kette, HA: Hämagglutinin-A-Epitop-Tag;  
   : N-Glykosylierung;  
  
   
PFV Env 
LP SU TM 
AS 1 126/127 571/572 988 







MSD FP h 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
567 21 
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4.2.6.1 Klonierung der AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukte mit substituierten 
Cysteinen 
Für die Klonierung der Konstrukte pAD3.1 ∆C5, pAD3.1 ∆C6, pAD3.1 ∆C7, pAD3.1 ∆C8, 
pAD3.1 ∆C9, pAD3.1 ∆C10, pAD3.1 ∆C11, pAD3.1 ∆C12, pAD3.1 ∆C13, pAD3.1 ∆C14, 
pAD3.1 ∆C15, pAD3.1 ∆C16 und pAD3.1 ∆C17 wurden die entsprechenden in Tab. 4-5 
aufgeführten PCR-Produkte mit der Taq-DNA-Polymerase amplifiziert und in den 
linearisierten pCR II-TOPO Vektor ligiert. Anschließend wurden die PCR-Fragmente mit den 
Restriktionsenzymen KspAI und BamHI wieder aus den entsprechenden Vektoren pCR II-
TOPO/pAD3.1 ∆C5, pCR II-TOPO/pAD3.1 ∆C6, pCR II-TOPO/pAD3.1 ∆C7, pCR II-
TOPO/pAD3.1 ∆C8, pCR II-TOPO/pAD3.1 ∆C9, pCR II-TOPO/pAD3.1 ∆C10, pCR II-
TOPO/pAD3.1 ∆C11, pCR II-TOPO/pAD3.1 ∆C12, pCR II-TOPO/pAD3.1 ∆C13, pCR II-
TOPO/pAD3.1 ∆C14, pCR II-TOPO/pAD3.1 ∆C15, pCR II-TOPO/pAD3.1 ∆C16 und 
pCR II-TOPO/pAD3.1 ∆C17 herausgeschnitten und in das Vektorfragment 
pAD3.1/KspAI/BamHI inseriert. Alle amplifizierten Konstruktbereiche wurden durch 
Sequenzierung auf ihre Richtigkeit überprüft. 
Tab. 4-5: Verwendete PCR-Produkte, dazugehörige Matrizen und Primerpaare für die 
Klonierung der AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukte mit substituierten Cysteinen 
PCR-Produkt  Matrize Primerpaar 
PCR AD3.1 ∆C5  pczCFG2 EM02 ∆C05 IEGZ 2105+2106 
PCR AD3.1 ∆C6  pczCFG2 EM02 ∆C06 IEGZ 2105+2106 
PCR AD3.1 ∆C7  pczCFG2 EM02 ∆C07 IEGZ 2105+2106 
PCR AD3.1 ∆C8  pczCFG2 EM02 ∆C08 IEGZ 2105+2106 
PCR AD3.1 ∆C9  pczCFG2 EM02 ∆C09 IEGZ 2105+2106 
PCR AD3.1 ∆C10  pczCFG2 EM02 ∆C10 IEGZ 2105+2106 
PCR AD3.1 ∆C11  pczCFG2 EM02 ∆C11 IEGZ 2105+2106 
PCR AD3.1 ∆C12  pczCFG2 EM02 ∆C12 IEGZ 2105+2106 
PCR AD3.1 ∆C13  pczCFG2 EM02 ∆C13 IEGZ 2105+2106 
PCR AD3.1 ∆C14  pczCFG2 EM02 ∆C14 IEGZ 2105+2106 
PCR AD3.1 ∆C15  pczCFG2 EM02 ∆C15 IEGZ 2105+2106 
PCR AD3.1 ∆C16  pczCFG2 EM02 ∆C16 IEGZ 2105+2106 
PCR AD3.1 ∆C17  pczCFG2 EM02 ∆C17 IEGZ 2105+2106 
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4.2.6.2 Proteinbiochemische Analyse der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit 
substituierten Cysteinen 
Für die proteinbiochemische Analyse und die anschließende Bestimmung der 
Proteinkonzentration der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit substituierten Cysteinen im 
Zellkulturüberstand wurden die Plasmide pczCFG5 IEGZ, psmhcIgG2a, pAD3.1, 
pAD3.1 ∆C5, pAD3.1 ∆C6, pAD3.1 ∆C7, pAD3.1 ∆C8, pAD3.1 ∆C9, pAD3.1 ∆C10, 
pAD3.1 ∆C11, pAD3.1 ∆C12, pAD3.1 ∆C13, pAD3.1 ∆C14, pAD3.1 ∆C15, pAD3.1 ∆C16 
und pAD3.1 ∆C17 mittels Kalziumphosphat-Kopräzipitation in 293T-Zellen transfiziert. 
Nach 48 h wurden die Zelllysate und die zellfreien Zellkulturüberstände der transfizierten 
293T-Zellen gewonnen und die Expression und Sekretion der Immunoadhäsionsproteine 
smhcIgG2a, AD3.1, AD3.1 ∆C5, AD3.1 ∆C6, AD3.1 ∆C7, AD3.1 ∆C8, AD3.1 ∆C9, 
AD3.1 ∆C10, AD3.1 ∆C11, AD3.1 ∆C12, AD3.1 ∆C13, AD3.1 ∆C14, AD3.1 ∆C15, 
AD3.1 ∆C16 und AD3.1 ∆C17 in den entsprechenden Zelllysaten und Zellkulturüberständen 
in der SDS-PAGE mit anschließendem Westernblot analysiert. Aufgrund der ineffizienten 
Sekretion der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit substituierten Cysteinen (Daten nicht 
gezeigt) wurden mit Ausnahme der Immunoadhäsionsproteine AD3.1 ∆C14 und AD3.1 ∆C17 
alle anderen rekombinanten Proteine vor der Analyse mittels Protein-A-
Affinitätschromatographie aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigt und konzentriert.  
In der Westernblot-Analyse wurden im Zelllysat reaktive Banden mit einem 
Molekulargewicht von ~110 kDa mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper  
(Abb. 4-24A; Spur 3-16) und dem PFV Env SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-24B;  
Spur 3-16) detektiert. Dabei waren die reaktiven Banden der Immunoadhäsionsproteine 
AD3.1 wt, AD3.1 ∆C11 und AD3.1 ∆C17 (Abb. 4-24A, B; Spur 3, 10, 16) gegenüber den 
anderen Proteinen schwächer und wiesen demnach ein geringeres Expressionsniveau auf.  
Im Zellkulturüberstand wurden dagegen reaktive Banden mit einem Molekulargewicht von 
~140 kDa mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper (Abb. 4-24A; Spur 19-32) und 
dem PFV Env SU spezifischen Antikörper (Abb. 4-24B; Spur 19-32) detektiert. Hier waren 
jedoch die Proteinbanden der Immunoadhäsionsproteine AD3.1 ∆C6, AD3.1 ∆C8, 
AD3.1 ∆C11 und AD3.1 ∆C16 (Abb. 4-24A, B; Spur 21, 23, 26, 31) gegenüber den 
Proteinbanden der anderen Immunoadhäsionsproteine schwächer, was auf eine sehr 
ineffiziente Sekretion der Proteine in den Zellkulturüberstand hindeutete und demnach nur 
eine geringe Menge an Protein aufgereinigt und konzentriert werden konnte. Die Ergebnisse 
weisen darauf hin, dass es sich bei den ~110 kDa Proteinen im Zelllysat und bei den 
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~140 kDa Proteinen im Zellkulturüberstand um die SU-mhcIgG2a-Proteine mit den einzelnen 
substituierten Cysteinen handelt. 
Das unterschiedliche elektrophoretische Laufverhalten der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine 
mit substituierten Cysteinen im Zelllysat im Vergleich zum Zellkulturüberstand ist wie bereits 
in Kapitel 4.2.2.2 untersucht, vermutlich auf einen unterschiedlichen Reifegrad der  
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  Abb. 4-24: Westernblot-Analyse der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit substituierten Cysteinen. 
293T-Zellen wurden mit den AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukten mit substituierten Cysteinen transfiziert und 
die nach 48 h gewonnenen Zelllysate (80 µl, Spur 3-16) und die zellfreien Zellkulturüberstände bzw. die 
aufgereinigten und konzentrierten Immunoadhäsionsproteine (25-50 µl, Spur 19-32) in der SDS-PAGE mit 
anschließendem Westernblot analysiert. Als Kontrolle diente Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert 
mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock, Spur 1, 17) oder dem Kontroll-
Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a (smhcIgG2a, Spur 2, 18). Der immunologische Nachweis der Proteine 
erfolgte mit Maus IgG (Fcγ)- (A) und PFV Env SU (B) spezifischen Antikörpern. ∗: Immunoadhäsionsprotein, 
das mittels Protein-A-Affinitätschromatographie aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigt wurde. 
 
4.2.6.3 Analyse der Bindungskapazitäten der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit 
substituierten Cysteinen 
Für die Analyse der Bindungskapazitäten der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit 
substituierten Cysteinen wurden je 100 ng der verschiedenen Immunoadhäsionsproteine, 
deren Zellkulturüberstand bzw. aufgereinigtes Protein im Westernblot analysiert und die 
Proteinkonzentration bestimmt wurde, im Bindungsassay mit HT1080 wt-Zellen und einem 
sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper eingesetzt. Als  
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Negativkontrolle dienten 100 ng des Kontroll-Immunoadhäsionsprotein smhcIgG2a. Detektiert 
wurde die mittlere Fluoreszenz in der durchflusszytometrischen Analyse. Das 
Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 435 µl.  
Im Bindungsassay zeigten die meisten AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit substituierten 
Cysteinen (AD3.1 ∆C5-9, AD3.1 ∆C11, AD3.1 ∆C16) eine ~2-fach stärkere mittlere 
Fluoreszenz im Vergleich zum Kontroll-Immunoadhäsionsproteins smhcIgG2a (Abb. 4-25). 
Dagegen zeigten andere Immunoadhäsionsproteine (AD3.1 ∆C10, AD3.1 ∆C12-15) ein 
Signal, das ~3- bis 7-fach über dem Signal der Negativkontrolle lag (Abb. 4-25). Einzig für 
das Immunoadhäsionsprotein AD3.1 ∆C17 wurde eine mittlere Fluoreszenz gemessen, die 
~2fach unter dem Signal des Immunoadhäsionsprotein AD3.1 wt lag (Abb. 4-25).  
  


































  Abb. 4-25: : Analyse der Bindungskapazitäten der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit substituierten 
Cysteinen. 293T-Zellen wurden mit den AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukten mit substituierten Cysteinen 
transfiziert, die zellfreien Zellkulturüberstände nach 48 h gewonnen und die Proteinkonzentration der in den 
Zellkulturüberstand sekretierten bzw. aufgereinigten und konzentrierten Immunoadhäsionsproteine in der SDS-
PAGE mit anschließendem Westernblot bestimmt. Im Bindungsassay wurden 100 ng von jedem 
Immunoadhäsionsprotein mit HT1080 wt-Zellen und einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen 
Antikörper eingesetzt. Als Kontrolle dienten HT1080 wt-Zellen, die anstelle der Immunoadhäsionsproteine mit 
Zellkulturüberstand von 293T-Zellen transfiziert mit dem Kontroll-Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a, das 
nur die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a exprimiert (smhcIgG2a), inkubiert wurden. 
Detektiert wurde die mittlere Fluoreszenz in der durchflusszytometrischen Analyse. Das Gesamtvolumen der 
einzelnen Proben betrug jeweils 435 µl. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von jeweils 
drei unabhängigen Experimenten (Ausnahme: C5, C8, C16 von jeweils 2 Experimenten; C6, C11 von jeweils 
einem Experiment). ∗: Immunoadhäsionsprotein, das mittels Protein-A-Affinitätschromatographie aus dem 
Zellkulturüberstand aufgereinigt wurde. 
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die meisten Immunoadhäsionsproteine mit 
substituierten Cysteinen (AD3.1 ∆C5-9, AD3.1 ∆C11, AD3.1 ∆C16) ihre spezifische 
Bindungskapazität an HT1080 wt-Zellen verloren hatten, wohin gegen die 
Immunoadhäsionsproteine AD3.1 ∆C10, AD3.1 ∆C12-15 noch eine gewisse 
Restbindungskapazität besaßen. Einzig das Immunoadhäsionsprotein AD3.1 ∆C17 zeigte 
50 % der Bindungskapazität des Immunoadhäsionsproteins AD3.1 wt. Weiterhin lassen diese 
Daten erkennen, dass Substitutionen der Cysteinen im N-terminalen Bereich der PFV SU-
Untereinheit nachteilig für die Ausbildung der korrekten Konformation der PFV Env-RBD 
und somit für die Bindungskapazität an HT1080 wt-Zellen sind, wohin gegen im  
C-terminalen Bereich nur die Cysteine 11 und 16 essenziell zu sein scheinen. 
4.2.7 Identifizierung einer diskontinuierliche PFV Env-RBD 
Die Restbindungskapazitäten einiger Immunoadhäsionsproteine mit größeren N- und  
C-terminalen Verkürzungen im Zell-basierten Bindungsassay ließen das Zusammenwirken 
von einander entfernten Domänen, die zwischen den AS 225 und 555 im PFV Env-Protein 
liegen, vermuten. Für die Identifizierung solch einer diskontinuierlichen PFV Env-RBD 
wurden mehrere verschiedene AD3.1 ∆N225 Immunoadhäsionskonstrukte mit internen 
Deletionen innerhalb der AS 225 bis 576 im PFV Env-Protein hergestellt und hinsichtlich 
ihrer Bindungskapazität an HT1080 wt-Zellen analysiert. 
4.2.7.1 Klonierung der AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukte mit internen Deletionen 
Die verschiedenen AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukte mit internen Deletionen basieren auf 
dem N-terminal verkürzten Immunoadhäsionskonstrukt pAD3.1 ∆N225 und enthalten somit 
die heterologe Signalsequenz des Igκ mit HA-Tag und die PFV Env SU-Untereinheit 
(AS 225-567) mit verschiedenen internen Deletionen, fusioniert an die konstanten Domänen 
(Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a (Abb. 4-26).  
Für die Klonierung der Konstrukte pAD3.1 ∆262-300, pAD3.1 ∆342-373, 
pAD3.1 ∆ 411-439, pAD3.1 ∆411-483, pAD3.1 ∆406-483, pAD3.1 ∆397-483, 
pAD3.1 ∆394-483, pAD3.1 ∆391-483, pAD3.1 ∆384-483, pAD3.1 ∆374-483, 
pAD3.1 ∆411-488, pAD3.1 ∆411-500 und pAD3.1 ∆411-509 wurden zuerst PCR-Produkte 
amplifiziert, die als Matrizen für die Overlap-PCRs dienten (Tab. 4-6). Die Overlap-PCR-
Produkte wurden dann mit den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI gespalten und in das 
Vektorfragment pAD3.1 ∆N225/EcoRI/BamHI inseriert. 
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   Abb. 4-26: Schematische Darstellung des PFV Env-Proteins, des Immunoadhäsionsprotein AD3.1 ∆N225 
wt und der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit internen Deletionen. Die drei Untereinheiten (LP, SU und 
TM) des PFV Env-Vorläuferproteins sind als Rechtecke dargestellt und farblich voneinander abgegrenzt. Die 
einzelnen AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit internen Deletionen enthalten im Vergleich zum 
Immunoadhäsionsprotein AD3.1 ∆N225 wt Anteile der PFV Env SU-Untereinheit (AS 225-567) mit 
verschiedenen internen Deletionen, fusioniert an die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a, 
wie angedeutet. Die Zahlen geben die erste bzw. letzte AS im Protein bzw. die Spaltstelle zwischen LP/SU und 
SU/TM an. LP: Leader-Peptid; SU: Oberflächen-Untereinheit; TM: Transmembran-Untereinheit; h: hydrophobe 
Domäne des LP; FP: Fusionspeptid; MSD: membranspannende Domäne; mhcIgG2a: Maus IgG2a (Hinge, CH2, 
CH3), Igκ: Signalpeptid der Maus IgG Kappa leichten Kette, HA: Hämagglutinin-A-Epitop-Tag; 
   : N-Glykosylierung 
LP SU TM 
AS 1 126/127 571/572 988 
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Tab. 4-6: Verwendete PCR-Produkte, dazugehörige Matrizen und Primerpaare für die 
Klonierung der AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukte mit internen Deletionen 
Konstrukt PCR-Produkt Matrize Primerpaar 
    pAD3.1 ∆262-300 PCR (I) pAD3.1 ∆N225 501+2203 
 PCR (II) pAD3.1 ∆N225 2204+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 501+2106 
    pAD3.1 ∆342-373 PCR (I) pAD3.1 ∆N225 501+2205 
 PCR (II) pAD3.1 ∆N225 2206+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 501+2106 
    pAD3.1 ∆411-439 PCR (I) pAD3.1 ∆N225 501+2215 
 PCR (II) pAD3.1 ∆N225 2216+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 501+2106 
    pAD3.1 ∆439-483 PCR ∆439-483 pAD3.1 ∆N225 501+2084 
    pAD3.1 ∆411-483 PCR (I) pAD3.1 ∆N225 501+2207 
 PCR (II) pAD3.1 ∆N225 2208+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 501+2106 
    pAD3.1 ∆406-483 PCR (I) pAD3.1 ∆N225 501+2225 
 PCR (II) pAD3.1 ∆N225 2226+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 501+2106 
    
 PCR (I) pAD3.1 ∆N225 501+2223 
pAD3.1 ∆397-483 PCR (II) pAD3.1 ∆N225 2224+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 501+2106 
    pAD3.1 ∆394-483 PCR (I) pAD3.1 ∆N225 501+2256 
 PCR (II) pAD3.1 ∆N225 2255+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 501+2106 
    pAD3.1 ∆391-483 PCR (I) pAD3.1 ∆N225 501+2257 
 PCR (II) pAD3.1 ∆N225 2258+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 501+2106 
    pAD3.1 ∆384-483 PCR (I) pAD3.1 ∆N225 501+2259 
 PCR (II) pAD3.1 ∆N225 2260+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 501+2106 
    pAD3.1 ∆374-483 PCR (I) pAD3.1 ∆N225 501+2261 
 PCR (II) pAD3.1 ∆N225 2262+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 501+2106 
    pAD3.1 ∆411-488 PCR (I) pAD3.1 ∆N225 501+2227 
 PCR (II) pAD3.1 ∆N225 2228+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 501+2106 
    pAD3.1 ∆411-500 PCR (I) pAD3.1 ∆N225 501+2229 
 PCR (II) pAD3.1 ∆N225 2230+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 501+2106 
    pAD3.1 ∆411-509 PCR (I) pAD3.1 ∆N225 501+2231 
 PCR (II) pAD3.1 ∆N225 2232+2106 
 Overlap-PCR PCR (I) + PCR (II) 501+2106 
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Für das Konstrukt pAD3.1 ∆439-483 wurde das PCR-Produkt (Tab. 4-6) nach dem ersten 
Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym BamHI mit dem Klenow-Fragment behandelt, 
wodurch die 5’-Überhänge abgedaut und stumpfe Enden geschaffen wurden. Anschließend 
wurde das PCR-Fragment mit dem Restriktionsenzym EcoRI gespalten. Für das zweite 
Insertfragment wurde das Plasmid pAD3.1 ∆N484 nach dem ersten Restriktionsverdau mit dem 
Restriktionsenzym Cfr9I mit dem Klenow-Fragment und dNTPs behandelt, wodurch die  
3’-Enden komplementär zu den 5’-Überhängen aufgebaut und stumpfe Enden geschaffen 
wurde. Anschließend wurde das Fragment pAD3.1 ∆N484/Cfr9I/Klen+dNTPs mit dem 
Restriktionsenzym BamHI gespalten. Beide Inserts wurden in das Vektorfragment pAD3.1 
∆N225/EcoRI/BamHI ligiert. Alle amplifizierten Konstruktbereiche wurden durch 
Sequenzierung auf ihre Richtigkeit überprüft. 
4.2.7.2 Proteinbiochemische Analyse der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit 
internen Deletionen 
Für die proteinbiochemische Analyse und die anschließende Bestimmung der 
Proteinkonzentration der einzelnen AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit internen Deletionen 
im Zellkulturüberstand wurden die Plasmide pczCFG5 IEGZ, psmhcIgG2a, pAD3.1 ∆225, 
pAD3.1 ∆262-300, pAD3.1 ∆342-373, pAD3.1 ∆ 411-439, pAD3.1 ∆439-483, pAD3.1 ∆411-
483, pAD3.1 ∆406-483, pAD3.1 ∆397-483, pAD3.1 ∆394-483, pAD3.1∆391-483, pAD3.1 
∆384-483, pAD3.1 ∆374-483, pAD3.1 ∆411-488, pAD3.1 ∆411-500 und pAD3.1 ∆411-509 
mittels Kalziumphosphat-Kopräzipitation in 293T-Zellen transfiziert. Nach 48 h wurden die 
Zelllysate und die zellfreien Zellkulturüberstände der transfizierten 293T-Zellen gewonnen 
und die Expression und Sekretion der Immunoadhäsionsproteinen smhcIgG2a, AD3.1 ∆225, 
AD3.1 ∆262-300, AD3.1 ∆342-373, AD3.1 ∆ 411-439, AD3.1 ∆439-483, AD3.1 ∆411-483, 
AD3.1 ∆406-483, AD3.1 ∆397-483, AD3.1 ∆394-483, AD3.1∆391-483, AD3.1 ∆384-483, 
AD3.1 ∆374-483, AD3.1 ∆411-488, AD3.1 ∆411-500 und AD3.1 ∆411-509 in den 
entsprechenden Zelllysaten und Zellkulturüberständen in der SDS-PAGE mit anschließendem 
Westernblot analysiert. Aufgrund der ineffizienten Sekretion der Immunoadhäsionsproteine 
AD3.1 ∆262-300 und AD3.1 ∆342-373 (Daten nicht gezeigt) wurden die rekombinanten 
Proteine vor der Analyse mittels Protein-A-Affinitätschromatographie aus dem 
Zellkulturüberstand aufgereinigt. 
In der Westernblot-Analyse mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper wurden im 
Zelllysat reaktive Banden mit einem Molekulargewicht von ~100 bis 70 kDa  
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(Abb. 4-27; Spur 3-17), und im Zellkulturüberstand reaktive Banden mit einem 
Molekulargewicht von ~120 bis 90 kDa (Abb. 4-27; Spur 20-35) detektiert. Diese Ergebnisse 
zeigten die Expression und die effiziente Sekretion bzw. Aufreinigung und Konzentrierung 
der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit internen Deletionen. Bei den Proteinbanden 
handelte es sich um die SU-mhcIgG2a-Proteine mit internen Deletionen. Das unterschiedliche 
elektrophoretische Laufverhalten der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit internen 
Deletionen im Zelllysat im Vergleich zum Zellkulturüberstand ist wie bereits in Kapitel 
4.2.2.2 untersucht, vermutlich auf einen unterschiedlichen Reifegrad der N-Glykosylierung 
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  Abb. 4-27: Westernblot-Analyse der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit internen Deletionen. 
293T-Zellen wurden mit den AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukten mit internen Deletionen transfiziert und die 
nach 48 h gewonnenen Zelllysate (80 µl, Spur 3-17) und die zellfreien Zellkulturüberstände bzw. die 
aufgereinigten und konzentrierten Immunoadhäsionsproteine (25-50 µl, Spur 20-35) in der SDS-PAGE mit 
anschließendem Westernblot analysiert. Als Kontrolle diente Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert 
mit dem leeren retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ (mock, Spur 1, 18) oder dem Kontroll-
Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a (smhcIgG2a, Spur 2, 19). Der immunologische Nachweis der Proteine 
erfolgte mit dem Maus IgG (Fcγ) spezifischen Antikörper. ∗: Immunoadhäsionsprotein, das mittels Protein-A-
Affinitätschromatographie aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigt wurde. 
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4.2.7.3 Analyse der Bindungskapazitäten der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit 
internen Deletionen 
Für die Analyse der Bindungskapazitäten der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit internen 
Deletionen wurden je 100 ng der verschiedenen Immunoadhäsionsproteine, deren 
Zellkulturüberstand bzw. aufgereinigtes Protein im Westernblot analysiert und die 
Proteinkonzentration bestimmt wurde, im Bindungsassay mit HT1080 wt-Zellen und einem 
sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen Antikörper eingesetzt. Als 
Negativkontrolle diente 100 ng des Kontroll-Immunoadhäsionsproteins smhcIgG2a. Detektiert 
wurde die mittlere Fluoreszenz in der durchflusszytometrischen Analyse. Das 
Gesamtvolumen der einzelnen Proben betrug jeweils 300 µl.  
Im Bindungsassay zeigte das Immunoadhäsionsprotein AD3.1 ∆N225, von dem ausgehend 
die internen Deletionen eingeführt wurden, eine ~80-fach stärkere mittlere Fluoreszenz als 
das Kontroll-Immunoadhäsionsprotein smhcIgG2a (Abb. 4-28). Im Vergleich dazu konnten 
für die beiden Immunoadhäsionsproteine AD3.1 ∆262-300 und AD3.1 ∆342-373 nur Signale 
detektiert werden, die ~2-fach über dem Signal des Kontroll-Immunoadhäsionsproteins 
smhcIgG2a lagen (Abb. 4-28). Dagegen wurde für die Immunoadhäsionsproteine  
AD3.1 ∆411-439 und AD3.1 ∆439-483 und für das Immunoadhäsionsprotein AD3.1 ∆411-
483, das die Kombination beider Deletionen enthält, eine mittlere Fluoreszenz ~4- bis 8-fach 
unter dem Signal des Immunoadhäsionsproteins AD3.1 ∆N225 gemessen (Abb. 4-28). Diese 
Daten zeigen, dass die Immunoadhäsionsproteine AD3.1 mit internen Deletionen im PFV 
Env-Protein von AS 411-484 spezifisch an HT1080 wt-Zellen binden und dass Deletionen 
von AS 262-300 und AS 342-373 zum Verlust der Bindungskapazität führen.  
Ausgehend von dem Immunoadhäsionsprotein AD3.1 ∆411-483 zeigten Proteine mit 
ausgedehnten internen Deletionen in Richtung N-Terminus ähnliche (AD3.1 ∆406-483) bzw. 
sogar ~6-fach stärkere (AD3.1 ∆397-483) Signale wie dieses (Abb. 4-28). Hingegen lagen die 
Signale der Immunoadhäsionsproteine AD3.1 ∆394-483, AD3.1 ∆391-483, AD3.1 ∆384-483 
und AD3.1 ∆374-483 ~20-fach niedriger als das des Immunoadhäsionsproteins 
AD3.1 ∆411-483 und nur ~2- bis 3-fach über dem des Kontroll-Immunoadhäsionsproteins 
smhcIgG2a (Abb. 4-28). Bei Proteinen mit größeren internen Deletionen in Richtung  
C-Terminus (AD3.1 ∆411-488, AD3.1 ∆411-500 und AD3.1 ∆411-509) lagen die mittleren 
Fluoreszenzen ~2- bis 5-fach über dem des Kontroll-Immunoadhäsionsproteins smhcIgG2a 
(Abb. 4-28). Diese Daten zeigen, dass die Bindungskapazität durch weitere N-terminale 
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Verkürzungen der internen Deletion ∆411-484 bis AS 406 nicht beeinflusst bzw. bis AS 397 
sogar verstärkt wurde, während weitere Verkürzungen bis AS 374 die Bindungseigenschaft 
negativ beeinflussten. Durch weitere C-terminale Verkürzungen der internen Deletion bis 
AS 509 wurde die Bindungskapazität ebenfalls immer weiter reduziert. 
Abb. 4-28: Analyse der Bindungskapazitäten der AD3.1 Immunoadhäsionsproteine mit internen 
Deletionen. 293T-Zellen wurden mit den AD3.1 Immunoadhäsionskonstrukten mit internen Deletionen 
transfiziert, die zellfreien Zellkulturüberstände nach 48 h gewonnen und die Proteinkonzentration der in den 
Zellkulturüberstand sekretierten bzw. aufgereinigten und konzentrierten Immunoadhäsionsproteine in der SDS-
PAGE mit anschließendem Westernblot bestimmt. Im Bindungsassay wurden 100 ng von jedem 
Immunoadhäsionsprotein mit HT1080 wt-Zellen und einem sekundären PE-konjugierten Maus IgG spezifischen 
Antikörper eingesetzt. Als Kontrolle dienten HT1080 wt-Zellen, die anstelle der Immunoadhäsionsproteine mit 
Zellkulturüberstand von 293T-Zellen, transfiziert mit dem Kontroll-Immunoadhäsionskonstrukt psmhcIgG2a, das 
nur die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a exprimiert (smhcIgG2a), inkubiert wurden. 
Detektiert wurde die mittlere Fluoreszenz in der durchflusszytometrischen Analyse. Das Gesamtvolumen der 
einzelnen Proben betrug jeweils 300 µl. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von jeweils 
drei unabhängigen Experimenten. ∗: Immunoadhäsionsprotein, das mittels Protein-A-Affinitätschromatographie 
aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigt wurde. 
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5 Diskussion 
5.1 Abspaltung des 126 AS langen PFV Env LP durch Furin oder Furin-
ähnliche Proteasen 
FV werden aufgrund ihrer Sonderstellung innerhalb der Familie der Retroviridae in eine 
eigene Unterfamilie, die Spumaretrovirinae, eingruppiert. Sie besitzen in ihrer 
Replikationsstrategie mehrere Besonderheiten, die sie im Vergleich zu den übrigen Vertretern 
der Retroviren abgrenzt. Eine der bemerkenswertesten Charakteristika der FV-
Partikelmorphogenese ist die spezifische Interaktion des Env-Proteins, im Besonderen des LP 
mit dem viralen Kapsid während der Membranumhüllung und Freisetzung. Diese spezifische 
Funktion des PFV Env-Proteins für die PFV-Partikelfreisetzung ist essenziell und kann nicht 
von heterologen viralen Env-Proteinen übernommen werden (Fischer et al., 1998; 
Pietschmann et al., 1999). SP anderer viraler Env-Proteine besitzen keine solche Funktion 
und werden im Gegensatz zum PFV Env LP auch nicht mit in das Partikel eingebaut 
(Lindemann et al., 2001; Wilk et al., 2001). Des Weiteren durchläuft das PFV Env-Protein 
eine für ein Membranglykoprotein ungewöhnliche Biosynthese (Duda et al., 2004; 
Lindemann et al., 2001). So wird es als vollständiges Vorläuferprotein mit einem  
N-terminalen LP, das das Protein in den sekretorischen Weg der Wirtszelle einschleust, 
synthetisiert. Die proteolytische Spaltung des PFV Env-Vorläuferproteins in die einzelnen 
Untereinheiten (LP, SU und TM) erfolgt posttranslational während des intrazellulären 
Transports durch zelluläre Proteasen (Lindemann et al., 2001).  
In dieser Arbeit wurde der experimentelle Beweis erbracht, dass nicht wie vermutet der SPK 
an vorhergesagten SPK-Schnittstellen (Flügel et al., 1987; Lindemann et al., 2001; Wang und 
Mulligan, 1999) das PFV Env LP von der SU-Untereinheit abspaltet. Stattdessen konnte 
durch N-terminale Sequenzierung der einzelnen prozessierten Untereinheiten des 
Immunoadhäsionsproteins AD05 gezeigt werden, dass das PFV Env LP von der SU-
Untereinheit nach AS R126 C-terminal der minimalen Furin-Konsensussequenz (R-I-A-R126) 
abgespalten wird und nur die erste der zwei sich in diesem Bereich überlappenden minimalen 
Furin-Konsensussequenzen genutzt wird (Abb. 5-1; Duda et al., 2004). Des Weiteren konnte 
die durch Mutationsanalysen vorhergesagte SU/TM-Spaltstelle nach AS R571 C-terminal der 
optimalen Furin-Konsensussequenz (R-K-R-R571) im PFV Env-Protein (Abb. 5-1;  
Bansal et al., 2000; Pietschmann et al., 2000; Wang und Mulligan, 1999) durch N-terminale  
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Sequenzierung der TM-mhcIgG2a-Untereinheit des Immunoadhäsionsproteins AD05 bestätigt 
werden. Die unterschiedlichen Furin-Konsensussequenzen der LP/SU- und der SU/TM-
Spaltstelle lassen vermuten, dass die Spaltung an beiden Spaltstellen entweder von 
unterschiedlichen Furin-ähnlichen Proteasen oder von gleichen Proteasen mit 
unterschiedlicher Effizienz vermittelt wird. Ein zusätzliches Lysin oder Arginin an Position 3 
in der optimalen Furin-Konsensussequenz (R-X-K/R-R) erhöht die Spaltungseffizienz 
(Thomas, 2002), was in beiden Fällen regulatorischen Funktionen dienen könnte. Für 
genauere Aussagen ist die Identifizierung der spezifischen einzelnen Protease(n), die an der 
Spaltung des PFV Env-Vorläuferproteins beteiligt sind, notwendig.  




   Abb. 5-1: Schematische Darstellung der LP/SU- und der SU/TM-Spaltstelle im PFV gp130Env 
Vorläuferprotein. Die drei Untereinheiten (LP, SU und TM) des PFV gp130Env Vorläuferproteins sind als 
Rechtecke dargestellt und farbig voneinander abgegrenzt. Die verwendeten Furin-Konsensussequenzen (in rot) 
und die flankierenden AS sind darunter aufgezeigt. Die exakten Spaltstellen (LP/SU und SU/TM) sind durch 
Pfeile über der Sequenz markiert. LP: Leader-Peptid; SU: Oberflächen-Untereinheit; TM: Transmembran-
Untereinheit; h: hydrophobe Region; FP: Fusionspeptid; MSD: membranspannende Domäne; 
  : N-Glykosylierung 
 
Interessanterweise zeigt ein Sequenzvergleich von FV-Isolaten unterschiedlicher Spezies in 
den analogen Regionen der Env-Vorläuferproteine mindestens eine und bis zu drei 
überlappende minimale Furin-Konsensussequenzen auf, das ein ähnliches LP/SU-
Spaltverhalten für alle FV vermuten lässt. Tatsächlich lieferten Analysen der FFV LP-
Abspaltung gleiche Ergebnisse (Geiselhart et al., 2004). Sie zeigten eine in vitro Spaltung von 
synthetischen FFV Env-Peptiden und von rekombinanten Proteinen, die die mutmaßliche 
LP/SU-Spaltstelle beinhalteten, durch Furin. 
In proteinbiochemischen Analysen mit einem PFV Env SU spezifischem Antiserum konnten 
auch bei wildtypischen PFV-Partikeln geringe Mengen an unprozessierten LP-SU-
Proteinintermediaten nachgewiesen werden (Duda et al., 2004). Diese Ergebnisse weisen 
bereits darauf hin, dass eine komplette LP/SU-Spaltung für die Bildung infektiöser Partikel 
nicht absolut notwendig ist. Analysen von verschiedenen Punktmutanten, bei denen die 
Arginine in der nähern Umgebung der minimalen Furin-Spaltstelle substituiert waren, 
bestätigten diese Vermutung. So resultierte beispielsweise die Substitution des Arginins (R122) 
N-terminal der minimalen Furin-Konsensussequenz (Abb. 5-1) zu einem drastischen Anstieg 
FP h 
PFV Env 
LP SU TM 
AS 1 988 
TR122R123IAR126SLR129M  NRKRR571S 121 572 567 130 
MSD 
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an LP-SU-Proteinintermediaten, beeinflusste jedoch weder die Partikelfreisetzung noch die 
Infektiosität. PFV-Partikel der Mutanten, bei denen die substituierten Arinine (R123 und R126) 
innerhalb der Furin-Konsensussequenz lagen (Abb. 5-1), zeigten eine vollständige 
Blockierung der LP/SU-Spaltung und einen signifikanten Defekt in der Partikelfreisetzung 
und Infektiosität. Jedoch wiesen sie ähnliche relative Infektiositäten im Vergleich zu 
wildtypischen PFV-Partikeln auf, wie eine Mutante, bei der das Arginin (R129) C-terminal der 
Furin-Konsensussequenz (Abb. 5-1) substituiert wurde und die eine normale LP/SU-Spaltung, 
jedoch auch eine ähnlich verringerte Partikelfreisetzung zeigte. Daher scheint die Abnahme 
der Infektiosität eher mit der verringerten Partikelfreisetzung der einzelnen Mutanten als mit 
dem Defekt der LP/SU-Spaltung zu korrelieren. Zusammenfassend weisen die 
Mutationsanalysen darauf hin, dass die LP/SU-Spaltung im Gegensatz zur SU/TM-Spaltung 
(Bansal et al., 2000; Pietschmann et al., 2000) keine unbedingte Voraussetzung für die 
Bildung von infektiösen Partikeln ist und dass auch die ungespaltene LP-SU-Untereinheit in 
Viruspartikeln die Interaktion mit dem zellulären Rezeptor und die anschließende Fusion der 
viralen und der zellulären Membran durch die TM-Untereinheit erlaubt.  
Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass das PFV Env-Vorläuferprotein an zwei 
Furin-Konsensussequenzen durch zelluläre Furin-ähnliche Proteasen gespalten wird und nicht 
wie andere virale Env-Proteine (gp160 von HIV-1, Moulard und Decroly, 2000; GP von 
Ebola, Feldmann et al., 2001) nur an der SU/TM-Spaltstelle. Dadurch weist das PFV Env-
Protein eine weitere einzigartige Eigenschaft für ein retrovirales Hüllglykoprotein auf. 
5.2 Charakterisierung einer minimalen diskontinuierlichen PFV Env-RBD 
Für die stabile Expression von therapeutischen Genprodukten, insbesondere in Zellen des 
blutbildenden Systems, werden in den meisten klinischen gentherapeutischen Protokollen 
retrovirale Vektoren verwendet (Übersichtsartikel in Kay et al., 2001). Die Hauptvorteile von 
retroviralen Vektoren liegen in einer stabilen Integration des Transgens in das 
Wirtszellgenom und einer damit verbundenen langfristigen Expression. Die Mehrheit der 
bisher entwickelten retroviralen Vektorsysteme basiert vor allem auf MuLV oder HIV. 
Allerdings werden derzeit in klinischen Versuchen hauptsächlich MuLV Vektorsysteme 
angewandt, die sich durch ihre hohe Sicherheit auszeichnen. Lentivirale Vektorsysteme 
verfügen zwar gegenüber MuLV Vektorsystemen über den Vorteil, dass sie für einen 
effizienten Gentransfer keine aktive Zellteilung der Zielzellen benötigen und über eine 
deutlich höhere Gentransfereffizienz in Zellen des blutbildenden Systems verfügen 
(Übersichtsartikel in Ailles und Naldini, 2002). Jedoch stehen wegen der Schwere der durch 
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sie verursachten natürlichen Krankheitsbilder ihrer Anwendung in klinischen Protokollen 
starke Sicherheitsbedenken gegenüber.  
Aufgrund besonderer Eigenschaften der Replikationsstrategien von FV in Wirtszellen wurde 
die Entwicklung von Vektorsystemen, basierend auf FV, besonders interessant. In Bezug auf 
ihre mögliche Anwendung als Vehikel für den Gentransfer in gentherapeutischen Ansätzen 
weisen sie Merkmale auf, die sie von allen anderen bisher etablierten Vektorsystemen 
unterscheidet (Lindemann et al., 2000; Mergia und Heinkelein, 2003). So zeichnen sie sich 
durch die Apathogenität der Infektion in ihren natürlichen Wirten (nicht-humane Primaten, 
Rinder, Pferde und Katzen), aber auch in akzidentiell infizierten Menschen (Tierwärter in 
Primatenzentren und Tiergärten) aus (Falcone et al., 2003; Heneine et al., 2003). Unter dem 
Aspekt der Sicherheit bei möglichen Anwendungen beim Menschen ist dies ein großer Vorteil 
gegenüber lentiviralen Vektorsystemen. Weiterhin besitzen FV mit bis zu 12 kb eines der 
größten Virusgenome innerhalb der Retroviren (Trobridge et al., 2002a). Ihre Fähigkeit 
nahezu jede Zelle, auch Stammzellen zu transduzieren (Leurs et al., 2003; Trobridge et al., 
2002b), sowie die Möglichkeit ruhende Zellen besser als die bisher überwiegend verwendeten 
MuLV zu infizieren (Hill et al., 1999; Trobridge et al., 2002b), machen FV zu einem viel 
versprechenden Werkzeug für die Gentherapie. 
Eine weitere besondere Eigenschaft von FV ist ihr breites, möglicherweise ubiquitäres 
Wirtsspektrum. Dies bietet einen Vorteil für eine vielfältige Anwendung zum Gentransfer in 
verschiedene Gewebe (Lindemann et al., 2000). Im Gegensatz zu vielen anderen Viren, deren 
zelluläre Rezeptoren identifiziert wurden, ist der foamyvirale zelluläre Rezeptor bisher nicht 
näher charakterisiert. Deshalb liegen derzeit keine Informationen über die Rezeptorverteilung 
in verschiedenen Geweben vor. Die Identifizierung des FV Rezeptors, die vor allem für 
gentherapeutische Anwendungen sehr nutzbringend wäre, wird jedoch durch die Tatsache 
erschwert, dass derzeit keine Zelllinie bekannt ist, die mit Sicherheit nicht durch FV oder 
foamyvirale Vektorsysteme infiziert werden kann. Des Weiteren liegen derzeit nur wenige 
strukturelle und funktionelle Informationen der extrazellulären Domänen der FV Env-
Proteine, die an der Rezeptorerkennung und beim Eintritt in die Zelle beteiligt sind, vor. Aus 
diesem Grund wurde in dieser Arbeit die PFV Env-RBD, die die Anheftung an die 
Wirtszellen vermittelt, näher charakterisiert. Dafür wurden die Bindungskapazitäten 
verschiedener Immunoadhäsionsproteine, die unterschiedliche Anteile der extrazellulären 
Domänen des PFV Env-Proteins, fusioniert an die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) 
des Maus IgG2a, enthalten, in einem Zell-basierten quantitativen Bindungsassay bestimmt. 
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5.2.1 Anwendung eines Zell-basierten quantitativen Bindungsassay 
Aufgrund des breiten Wirtsspektrums der FV wurde die spezifische Bindungskapazität des 
Immunoadhäsionsprotein AD05, das die extrazellulären Domänen des PFV Env-Proteins 
(AS 1-936), fusioniert an die konstanten Domänen (Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a, 
enthält, an verschiedenen Zelllinien analysiert. Im Bindungsassay zeigte das 
Immunoadhäsionsprotein AD05 gegenüber den Kontrollen an allen eingesetzten Zelllinien 
spezifische Bindung. Das mittlere Fluoreszenzsignal der Zelllinien HT1080 wt, 293F, D17 
und CRFK war im Gegensatz zu den Zelllinien BHK-21 und Cf2Th um ~5- bis 10-fach 
stärker. Dies könnte auf eine geringere Expression des zellulären foamyviralen Rezeptors in 
den Zelllinien BHK-21 und Cf2Th hindeuten. Vergleichbare Unterschiede wurden bei 
Bindungsanalysen mit rekombinanten Immunoadhäsionsproteinen, die die SFVcpz Env-SU-
Domäne, fusioniert an konstanten Domänen des humanen IgG1, enthalten, gemacht 
(Herchenröder et al., 1999). Alternativ könnten diese Ergebnisse auch vermuten lassen, dass 
das PFV Env-Protein mit Rezeptormolekülen auf Hamsterzellen (BHK-21-Zellen) und 
Hundezellen (Cf2Th-Zellen) ineffizienter interagiert als mit Rezeptormolekülen auf humanen 
Zellen (HT1080 wt-Zellen). Da aber das Immunoadhäsionsprotein AD05 an 
Rezeptormoleküle auf Hundeknochenzellen (D17-Zellen) effizienter als an Rezeptormoleküle 
auf Hundethymuszellen (Cf2Th-Zellen) bindet, könnte das darauf hindeuten, dass die 
Unterschiede in der Bindungsstärke bzw. Bindungsaffinität nicht nur Spezies-abhängig, 
sondern auch gewebsspezifisch sind.  
Eine genaue Aussage über die foamyvirale Rezeptorverteilung in den verschiedenen 
Zelllinien und Spezies ist jedoch aufgrund der Tatsache, dass das foamyvirale 
Rezeptormolekül unbekannt ist, nicht möglich.  
Weiterhin konnte mit dem Immunoadhäsionsprotein AD01 gezeigt werden, dass mit 
zunehmender Proteinmenge auch die mittleren Fluoreszenzsignale im Bindungsassay mit 
HT1080 wt-Zellen anstiegen und somit die Bindungskapazitäten von der Proteinmenge 
abhängig waren. Bei der Verwendung von Proteinmengen bis zu 1000 ng konnte keine 
Sättigung dieser Signale beobachtet werden. Diese Ergebnisse spiegeln die Befunde von 
rekombinanten SFVcpz Env-SU-IgG1-Immunoadhäsionsproteinen wieder, bei denen auch 
unter Verwendung von ~50 µg Protein keine Sättigung zu verzeichnen war  
(Herchenröder et al., 1999). Die Bindungsspezifität der PFV Env-Immunoadhäsionsproteine 
konnte aufgrund der Reduktion der Bindungsaktivität im Bindungsassay mit einer 
HT1080 Env-Zellpopulation, die das PFV Env-Protein stabil exprimiert und eine
  Diskussion 
  121 
Superinfektionsresistenz gegen MuLV FV Env Pseudotypen vermittelt (Berg et al., 2003), 
gezeigt werden. Außerdem konnte eine FV Env spezifische Kompetition mit 
Partikelpräparationen verschiedener Viren gezeigt werden. 
Einige Immunoadhäsionsproteine wurden aufgrund von N- und C-terminalen Verkürzungen, 
internen Deletionen oder Punktmutationen nur sehr ineffizient sekretiert und mussten deshalb 
für die Analyse der Bindungskapazitäten aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigt werden. 
Eine Aufreinigung mittels Protein-A-Affinitätschromatographie beinhaltet meistens eine 
Umpufferung mit pH-Änderung. Diese pH-Änderung alleine kann wie z.B. beim HA-
Oberflächenprotein des Influenza A Virus zu Konformationsänderungen der Env-Proteine 
führen und eine Interaktion mit dem zellulären Rezeptor verhindern (Puri et al., 1990). Im 
Gegensatz dazu wird bei ASLV erst nach Interaktion des Env-Proteins mit dem zellulären 
Rezeptor durch pH-Änderung eine Konformationsänderung ausgelöst (Mothes et al., 2000). 
Die aufgereinigten Immunoadhäsionsproteine zeigten gegenüber nicht aufgereinigten, in den 
Zellkulturüberstand sekretierten Immunoadhäsionsproteinen im Bindungsassay eine maximal 
2-fache Reduktion der Bindungskapazität. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die 
Aufreinigung der Immunoadhäsionsproteine und die damit verbundene pH-Änderung keinen 
oder nur einen geringen Einfluss auf die Bindung an HT1080 wt-Zellen hat. Diese Daten 
lassen weiterhin vermuten, dass bei PFV ähnlich wie bei ASLV eine pH-Änderung ohne 
vorherige Rezeptorinteraktion  keine Konformationsänderung in der PFV Env-RBD der 
Immunoadhäsionsproteine auslöst.  
5.2.2 Identifizierung der minimalen kontinuierlichen PFV Env-RBD 
Im Gegensatz zu anderen retroviralen Env-Proteinen ist beim PFV Env-Protein neben der SU- 
und der TM-Untereinheit auch das LP Partikel-assoziiert (Lindemann et al., 2001; Wilk et al., 
2001). Für die Charakterisierung der bisher unbekannten PFV Env-RBD wurden 
unterschiedliche PFV Env-Immunoadhäsionsproteine, die unterschiedliche Anteile der 
extrazellulären Domänen des PFV Env-Proteins, fusioniert an die konstanten Domänen 
(Hinge, CH2, CH3) des Maus IgG2a, enthalten, hinsichtlich ihrer Bindungskapazitäten an 
HT1080 wt-Zielzellen in einem Bindungsassay analysiert. Alle Immunoadhäsionsproteine, 
auch das mit den geringsten Anteilen des PFV Env-Proteins von AS 139 bis 567 der SU-
Untereinheit, zeigten spezifische Bindung an Zielzellen. Daraus wurde ersichtlich, dass die 
PFV Env-RBD innerhalb der SU-Untereinheit lokalisiert ist und ähnlich wie bei anderen 
retroviralen Env-Proteinen das LP und die TM-Untereinheit für die Bindung an Wirtszellen 
entbehrlich sind (Battini et al., 1995; Davey et al., 1997; Heard und Danos, 1991;  
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Kowalski et al., 1987; Nygren et al., 1988). Jedoch zeigten Immunoadhäsionsproteine mit 
verschiedenen Anteilen der extrazellulären TM-Untereinheit (AD05, AD08) stärker 
Bindungskapazitäten an Zellen im Vergleich zu Immunoadhäsionsproteinen, die nur die 
extrazelluläre SU-Untereinheit enthalten. Das lässt vermuten, dass die extrazelluläre Domäne 
der TM-Untereinheit im Kontext eines PFV Env-Immunoadhäsionsproteins für die Bildung 
der korrekten Konformation der PFV Env-RBD unterstützend wirkt oder die RBD besser 
zugänglich macht. Vielleicht interagieren Sequenzen der TM-Untereinheit im Kontext des 
vollständigen PFV Env-Proteins mit Domänen im PFV Env-Protein, die für die 
Zugänglichkeit der RBD hinderlich sind. Alternativ dazu könnten die 
Immunoadhäsionsproteine AD05 und AD08 in einer anderen oligomeren Konformation 
vorliegen, da in anderen retoviralen Env-Proteinen die Oligomerisierungsdomänen in den 
extrazellulären Anteilen der TM-Untereinheit zu finden sind. Dies könnte zu einer höheren 
Bindungskapazität dieser Immunoadhäsionsproteine führen. Für die direkte Interaktion des 
PFV Env-Proteins mit der Wirtszelle scheint die TM-Untereinheit jedoch nicht zwingend 
notwendig zu sein. 
Für die Charakterisierung einer minimalen PFV Env-RBD innerhalb der SU-Untereinheit 
wurden Immunoadhäsionsproteine mit N- und C-terminalen Verkürzungen verwendet und 
hinsichtlich ihrer Bindungskapazität an Zielzellen untersucht. Hierfür wurden zum einen die 
C-terminal verkürzten Immunoadhäsionsproteine, basierend auf dem Immunoadhäsions-
proteine AD01 hergestellt, das in der proteinbiochemischen Analyse und im Bindungsassay 
weitestgehend ähnliche Ergebnisse im Vergleich zum Immunoadhäsionsprotein AD02 zeigte, 
jedoch im Gegensatz dazu aber das vollständige PFV LP und die SU-Untereinheit (AS 1-567) 
enthält. Die N-terminalen verkürzten Immunoadhäsionsproteine basieren auf dem 
Immunoadhäsionsproteine AD3.1, das wie das Immunoadhäsionsprotein AD04 die 
extrazellulären Domänen des PFV Env-Proteins (AS 139-567) enthält und dessen PFV Env 
LP durch ein heterologes Signalpeptid der leichten Ig Kappa Kette mit einen HA-Tag ersetzt 
wurde. 
In der Analyse zeigten Immunoadhäsionsproteine mit N-terminalen Verkürzungen bis AS 225 
und C-terminalen Verkürzungen bis AS 555 spezifische Bindungen an Zielzellen. Diese 
Daten definieren eine 331 AS große minimale kontinuierliche RBD von AS 225 bis 555 in 
der C-terminalen Region des PFV Env-Proteins (Abb. 5-2). In Bezug auf die Lokalisation der 
RBD innerhalb der SU-Untereinheit ähnelt die PFV Env-RBD mehr der HIV-1 Env-RBD, die 
in der C-terminalen Region der SU-Untereinheit enthalten ist, als der MuLV Env-RBD, die
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sich in der N-terminalen Domäne der SU-Untereinheit befindet (Battini et al., 1995;  
Davey et al., 1997; Heard und Danos, 1991; Kowalski et al., 1987; Nygren et al., 1988). Des 
Weiteren zeigten einige Immunoadhäsionsproteine mit größeren N- und C-terminalen 
Verkürzungen noch eine Restbindungskapazität. Diese Daten lassen auf das 
Zusammenwirken von entfernt liegenden Domänen in der minimalen kontinuierlichen RBD 
vermuten. 




   Abb. 5-2: Schematische Darstellung der charakterisierten PFV Env-RBD. 
Die drei Untereinheiten (LP, SU und TM) des PFV gp130Env Vorläuferproteins sind als Rechtecke dargestellt 
und farbig voneinander abgegrenzt. Darüber sind die Positionen der Cysteine im PFV Env-Protein angegeben. 
Die minimale kontinuierliche RBD, die essenziellen bzw. nicht essenziellen Bereiche sowie die 
diskontinuierliche RBD sind durch Rechtecke darunter aufgezeigt. Die Zahlen geben die AS-Grenzen an. Die 
senkrechten Striche zeigen die Positionen der Cysteine an. LP: Leader-Peptid; SU: Oberflächen-Untereinheit; 
TM: Transmembran-Untereinheit; h: hydrophobe Region; FP: Fusionspeptid; MSD: membranspannende 
Domäne;   : N-Glykosylierung 
 
Interessanterweise führte die Deletion der N-terminalen 99 AS der SU-Untereinheit im 
Kontext des Immunoadhäsionsproteins AD3.1 ∆N225 zu einem signifikanten Anstieg des 
mittleren Fluoreszenzsignals im Bindungsassay. Dies lässt vermuten, dass diese N-terminalen 
Sequenzen im Kontext eines PFV Env-Immunoadhäsionsproteins für die optimale Faltung der 
PFV Env-RBD teilweise hinderlich sind oder die RBD nicht vollständig zugänglich machen. 
Vielleicht interagieren diese Sequenzen der SU-Untereinheit im Kontext des vollständigen 
PFV Env-Proteins normalerweise mit dem membranspannenden LP und/oder der TM-
Untereinheit. Ein Hinweis darauf könnten die ähnlichen mittleren Fluoreszenzsignale des 
Immunoadhäsionsproteins ∆N225, das die minimale kontinuierliche PFV Env-RBD enthält 
und des Immunoadhäsionsproteins AD05, das sowohl die SU-Untereinheit als auch die TM-
Untereinheit bis auf die C-terminalen 52 AS enthält, sein.  
555 225 
minimale kontinuierliche RBD 
diskontinuierliche RBD 
N8 
555 225 484 396 




262 342 484 396 509 300 
PFV Env 
LP SU TM 
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5.2.3 Achte N-Glykosylierung im PFV Env-Protein hat Bedeutung für 
Zellbindung 
Kürzlich durchgeführte Mutationsanalysen der N-Glykosylierungsstellen im PFV Env-Protein 
weisen auf eine funktionelle Rolle der potenziellen achten N-Glykosylierungsstelle (N8) in 
der PFV Env SU-Untereinheit hin (Abb. 5-2). Im Kontext des volle Länge PFV Env-Proteins 
zeigten Mutanten, bei denen die anderen neun potenziellen N-Glykosylierungen in der PFV 
Env SU-Untereinheit jeweils einzeln inaktiviert waren, keinen vom Wildtyp abweichenden 
Phänotyp (Lüftenegger et al., 2005). Im Gegensatz dazu war bei der Mutante mit inaktivierter 
N8 (∆N8) keine Partikelfreisetzung und Infektiosität zu beobachten, was wahrscheinlich auf 
einen intrazellulären Transportdefekt des PFV Env-Proteins mit ∆N8 zurückzuführen ist. 
Deshalb wurde in dieser Arbeit der Einfluss der potenziellen achten N-Glykosylierung auf die 
Bindungskapazitäten von verschiedenen Immunoadhäsionsproteinen untersucht. Dafür wurde 
zum einen das potenzielle achte N-Glykosylierungsmotiv inaktiviert und zum anderen C-
terminal der inaktivierten N8 ein neues eingefügt. Die Ergebnisse der proteinbiochemischen 
Analyse zeigten eine sehr ineffiziente Sekretion der Immunoadhäsionsproteine, deren achtes 
N-Glykosylierungsmotiv so mutiert wurde, dass die Anheftung der Zuckerkette an das 
potenzielle achte N-Glykosylierungsmotiv verhindert wurde. Dies könnte darauf hindeuten, 
dass diese Immunoadhäsionsproteine eine von der normalen Struktur abweichende 
Konformation besitzen, die zu einer langsameren Faltung und/oder Transport der Proteine 
führt. Bei Mutanten des Friend MuLV, deren zwei N-Glykosylierungen in der Env-RBD 
inaktiviert waren, konnte eine ähnliche Reduktion der Sekretionseffizienz beobachtet werden 
(Battini et al., 1994). Die Mutationen der N-Glykosylierungen in der Env-RBD des Friend 
MuLV erlaubten trotzdem eine Interaktion mit dem Rezeptor, die allerdings im Vergleich 
zum Wildtyp schwächer war. Diese Mutanten wurden jedoch nicht in einem Zell-basierten 
Bindungsassay, sondern in einem Interferenzassay analysiert. Im Gegensatz zu den Env-RBD 
N-Glykosylierungensmutanten des Friend MuLV zeigten alle PFV Env-
Immunoadhäsionsproteine mit inaktivierter N8 reduzierte Zellbindungskapazitäten ähnlich 
dem Kontroll-Immunoadhäsionsprotein. Dieser Verlust der Bindungskapazitäten konnte auch 
durch das Einführen einer neuen N-Glykosylierung wenige AS C-terminal der originalen N8 
nicht wieder aufgehoben werden. Im Gegensatz dazu hatte der Austausch der zentralen 
Aminosäure im achten N-Glykosylierungsmotiv weder einen Einfluss auf die Anheftung des 
Oligosaccharides noch auf die Bindungskapazität des Immunoadhäsionsproteins an 
HT1080 wt-Zellen. Eine Inaktivierung der potenziellen zwölften N-Glykosylierung im PFV 
  Diskussion 
  125 
Env-Protein beeinflusste zwar die die Anheftung des N-glykosidisch gebundenen 
Oligosaccharides, jedoch nicht die Bindungskapazität an Zielzellen. 
Die besondere Bedeutung der potenziellen achten N-Glykosylierung im PFV Env-Protein 
hinsichtlich der Bindungskapazität von Immunoadhäsionsproteinen war auch in späteren 
Analysen von Immunoadhäsionsproteinen mit internen Deletionen innerhalb der minimalen 
kontinuierlichen RBD erkennbar.  
5.2.4 Identifizierung der minimalen diskontinuierlichen PFV Env-RBD 
Die Restbindungskapazitäten einiger N- und C-terminal verkürzter Immunoadhäsionsproteine 
im Zell-basierten Bindungsassay ließen wie bereits erwähnt das Zusammenwirken von 
einander entfernten Domänen, die zwischen den AS 225 und 555 im PFV Env-Protein liegen, 
für die Bindung an Zielzellen vermuten. 
Für die Charakterisierung einer diskontinuierlichen PFV Env-RBD wurden 
Immunoadhäsionsproteine mit verschiedenen internen Deletionen untersucht. Diese Analysen 
zeigten, dass zwei größere interne Deletionen von AS 262 bis 300 und 342 bis 373 im  
N-terminalen Bereich der minimalen kontinuierlichen PFV Env-RBD in Bezug auf die 
Bindungskapazität an Zielzellen nicht toleriert wurden (Abb. 5-2). Sequenzanalysen 
offenbarten innerhalb der zweiten großen internen Deletion von AS 342 bis 373 eine Häufung 
von positiv geladenen AS in der Region von AS 355 bis 361, die eine Heparin-bindende 
Funktion besitzen könnte. Viele virale Env-Proteine weisen eine Heparinbindedomäne (HBD) 
auf, über die die Viren an Proteoglykane (z.B. Heparin) in der Zelle binden. (Birkmann et al., 
2001; Bose und Banerjee, 2002; Dechecchi et al., 2001; Giroglou et al., 2001; Hallak et al., 
2000; Shukla und Spear, 2001). Studien zeigten, dass die MMTV-HBD für eine effiziente 
MMTV-Infektion notwendig ist, da die MMTV-Infektion durch lösliche Heparansulfate 
hemmbar war (Zhang et al., 2003). Auch für HIV wurde gezeigt, dass Heparan eine wichtige 
Rolle bei der Env-Protein vermittelten Zellbindung spielt (Bobardt et al., 2003). Bisher 
unveröffentlichte Untersuchungen, in denen die PFV-Infektion im Gegensatz zur MMTV-
Infektion mit löslichen Heparinsulfaten nicht herabgesetzt werden konnten, weisen jedoch 
darauf hin, dass für die PFV Env-Protein vermittelte Zellbindung eine HBD keine Rolle spielt 
(Lindemann, persönliche Mitteilung). Deshalb könnten die in dieser Analyse gewonnen 
Ergebnisse vermuten lassen, dass entweder die gesamten deletierten Sequenzen oder einzelne 
Sequenzabschnitte innerhalb dieser Regionen für die Konformation der PFV Env-RBD 
essenziell sind. Im Gegensatz zu den N-terminalen Verkürzungen, beeinflussten zentral und 
C-terminal lokalisierte interne Deletionen in der minimalen kontinuierlichen PFV Env-RBD 
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die Bindungskapazität an Zielzellen nicht. Die größte interne Deletion, die ein 
Immunoadhäsionsproteine hinsichtlich seiner Fähigkeit an Zielzellen zu binden tolerierte, 
umfasst 87 AS von AS 397 bis 483 im PFV Env-Protein. Diese Daten lassen das 
Zusammenwirken von einer zentralen 173 AS großen Domäne von AS 225 bis 396 und einer 
C-terminalen 73 AS großen Domäne von AS 484 bis 555 vermuten (Abb. 5-2) und zeigen, 
dass das PFV Env-Protein ähnlich wie das HIV-1 Env-Protein (Kowalski et al., 1987) eine 
diskontinuierliche RBD besitzt. Die Möglichkeit einer 87 AS umfassenden internen Deletion 
in den extrazellulären Domänen des PFV Env-Proteins ohne Beeinträchtigung der 
Bindungskapazität an Zielzellen könnte für die Herstellung von foamyviralen Vektorsystemen 
hinsichtlich der Modifikation der Wirtsspezifität von Bedeutung sein. So konnte bei MuLV 
gezeigt werden, dass das Einbringen von fremden linearen Epitopen in mehreren Regionen 
der Env-RBD bezüglich der Bindung an Zielzellen toleriert wird (Battini et al., 1998). 
Im Gegensatz dazu waren PFV Env-Immunoadhäsionsproteine mit einer erweiterten 
Ausdehnung der internen Deletion in Richtung N-Terminus, bei der die potenzielle achte  
N-Glykosylierung und drei C-terminal flankierende AS fehlen, nicht mehr in der Lage, an 
Zielzellen zu binden. Deshalb lassen auch diese Daten vermuten, dass der potenziellen achten 
N-Glykosylierung in der PFV Env SU-Untereinheit entweder ähnlich wie  
N-Glykosylierungen bei HIV eine wichtige Rolle bei der Faltung der PFV Env-RBD 
zukommt (Li et al., 1993) und/oder direkt bei der Interaktion mit dem zellulären Rezeptor 
beteiligt ist.  
5.2.5 Einzelne Cysteine im PFV Env-Protein haben Bedeutung für Zellbindung 
Ähnlich wie bei anderen Retrovirus-Gattungen sind die Cysteine in den Env-Proteinen 
verschiedener FV-Spezies evolutionär hoch konserviert (Wang und Mulligan, 1999;  
Willey et al., 1986). Im Gegensatz zum MuLV Env-Protein (Linder et al., 1992; Linder et al., 
1994) und zum HIV-1 Env-Protein (Leonard et al., 1990) ist beim PFV Env-Protein das 
Paarungsmuster der Cysteine bisher noch nicht charakterisiert. Mutationen der einzelnen 
Cysteine in der RBD des MuLV Env-Proteins führten im Kontext des vollständigen MuLV 
Env Proteins teilweise zu einem kompletten Funktionsverlust des Proteins, einschließlich der 
Bindung an den Rezeptor (MacKrell et al., 1996). 
Für die Analyse der Cysteine im PFV Env-Protein wurden Immunoadhäsionsproteine 
verwendet, in denen die einzelnen Cysteine der SU-Untereinheit substituiert waren. Ähnlich 
wie bei den Immunoadhäsionsproteinen mit inaktivierter N8 zeigten diese Proteine, 
vermutlich aufgrund von strukturellen Veränderungen im Protein, eine sehr ineffiziente 
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Sekretion. Die Ergebnisse dieser Immunoadhäsionsproteine im Bindungsassay korrelierten 
sehr gut mit den bisher gewonnen Daten der N- und C-terminalen Verkürzungen sowie mit 
internen Deletionen. So führte die Substitution der ersten fünf Cysteine (C5 bis C9) in der  
N-terminalen Domäne der PFV Env SU-Untereinheit zu einem kompletten Verlust der 
Zellbindung. Im Unterschied dazu bewahrten sechs der acht Cysteinmutanten in der zentralen 
und C-terminalen Domäne der PFV Env SU-Untereinheit eine Restbindungskapazität. Dies 
lässt vermuten, dass die bei Immunoadhäsionsproteinen mit internen Deletionen identifizierte 
Domäne von AS 397 bis 483 einschließlich der darin lokalisierten Cysteine nicht für die 
Faltung und Konformation der PFV Env-RBD und für die direkte Bindung mit dem zellulären 
Rezeptor essenziell ist (Abb. 5-2). Im Gegensatz dazu weist die sukzessive Abnahme der 
Bindungskapazitäten bei fortschreitender C-terminaler Ausdehnung der internen Deletion und 
der Verlust der Zellbindung der Cysteinmutante 16 darauf hin, dass die C-terminale Domäne 
von AS 483 bis 555 für diese Funktionen benötigt wird.  
Die Identifizierung einer diskontinuierlichen PFV Env-RBD und die Ergebnisse der 
Cysteinmutanten könnten vermuten lassen, das die SU-Untereinheit des PFV Env-Proteins, 
ähnlich wie die SU-Untereinheit (gp120) des HIV Env-Proteins durch die Ausbildung der 
Disulfidbrücken eine innere und äußere Domäne formt, bei der die RBD im inneren Kern 
dieser Struktur liegt. 
Zusammenfassend wird in dieser Arbeit gezeigt, dass die LP/SU-Spaltung im PFV Env-
Protein nach AS R126 in der minimalen Furin-Konsensussequenz durch Furin oder Furin-
ähnliche Proteasen erfolgt. Zum anderen zeigen die Ergebnisse eine diskontinuierliche PFV 
Env-RBD innerhalb der C-terminalen SU-Untereinheit von AS 225 bis 396 und 
AS 484 bis 555 auf, bei der das LP und die TM-Untereinheit für die Zellbindung entbehrlich 
sind. Weiterhin konnten essenzielle Domänen von AS 262 bis 300 und AS 342 bis 396 für die 
Zellbindung identifiziert werden, wohin gegen sich die ersten N-terminalen 99 AS und die 
Region zwischen AS 397 bis 483 in der SU-Untereinheit als nicht essenziell erwiesen. Durch 
Punktmutationen im potenziellen N-Glykosylierungsmotiv an Position acht im PFV Env-
Protein konnte die wichtige Rolle dieser N-Glykosylierung im PFV Env-Protein hinsichtlich 
der Bindung an Zielzellen gezeigt werden. 
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